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RESUMEN
La presente Tesis Doctoral se compone de très capitules de 
investigaciôn en los cuales se évalué la historia evolutiva del género Astyanax 
en dite rentes niveles. El primer capitule es el estudio de las relaciones 
filogenéticas entre las especies présentes en Mesoamérica y se propusieron 
hipôtesis biogeogréficas para la regiôn. En el segundo capitule se aborda la 
divergencia adaptativa, utilizando como modelo el Lago Catemaco para el cual 
se han descrito dos formas altamente diferenciadas morfolôgicamente, donde 
la forma mâs especializada se habia descrito originalmente como un género 
distinto. En este sentido se estudiô la diferenciaciôn morfolôgica y mitocondrial 
de los dos morfotipos intralacustres asi como su correspondencia. Por ultime, 
el tercer capitule correspondiô a la evaluaciôn de la hipôtesis de especiaciôn 
ecolôgica, para lo que se estudio la presencia de flujo genético entre morfotipos 
divergentes, utilizando como modelo el sistema del Lago Catemaco, antes 
mencionado. A continuaciôn se présenta un resumen detallado para cada uno 
de los capitulos antes descritos:
Capitula I
Mesoamérica corresponde a una de las regiones mâs complejas 
geogrâficamente, principalmente debido a su historia geolôgica. Esta 
complejidad ha resultado en interesantes procesos biogeogrâficos que han 
configurado la distribuciôn y diversidad de la fauna de la regiôn. El género 
Astyanax représenta un modelo util para evaluar las hipôtesis biogeogréficas, 
ya que es uno de los grupos de peces de agua dulce con mayor diversidad y
mâs ampliamente distribuidos en el continente. Para el présente estudio se han 
utilizando datos moleculares de genes mitocondriales y nucleares para evaluar 
las relaciones filogenéticas dentro del género en Mesoamérica y desarrollar 
una hipôtesis biogeogrâfica que explique su distribuciôn actual.
Se analizô el gen mitocondrial compléta Citocromo b (Cytb) en 210 
individuos de 147 localidades y para un sub-grupo de individuos 
representatives de los principales linajes fueron analizados très genes 
mitocondriales {Cytb, 168, and COI) y un gen nuclear (RAG1), obteniendo 
similares topologîas entre ambos anâlisis. Se recuperaron seis grupos con una 
estructura geogrâfica congruente. Las poblaciones del norte de Mesoamérica y 
la parte norte de Centro América formaron un grupo monofilético, mientras que 
la parte media de Centro América mostrô evidencias de una râpida radiaciôn en 
donde no fue posible resolver la relaciones entre sus linajes. La parte mâs al 
sur de Centro América présenté una estructura fragmentada en sus linajes, con 
taxa geogrâficamente restringidos y mostrando altos niveles de divergencia 
molecular. Todos los individuos analizados que correspondian al género 
Bramocharax se agruparon con linajes simpâtricos de Astyanax (incluse en 
algunos casos con poblaciones alopâtricas de Astyanax), con menos de un 1% 
de divergencia entre ambos géneros. Estos resultados corroboran la naturaleza 
homoplâsica de las especializaciones trôficas asociadas a los ecomorfotipos de 
Bramocharax, los cuales han evolucionado a partir de diferentes e 
independientes linajes dentro del género Astyanax. En el présente estudio se 
observé una mayor diversidad taxonômica comparada con estudios 
filogenéticos previos en el género Astyanax. La colonizaciôn de Mesoamérica
por Astyanax fue previa al cierre final del Istmo de Panama (3.3 Ma), explica el 
alto grado de divergencia encontrado en la parte Sur de Centro América. Con 
base en las relaciones filogenéticas, la colonizaciôn de la parte norte de 
Mesoamérica pudo haberse dado en dos episodios independientes, con un 
proceso de recambio de linajes en la mayor parte de México. Nuestros 
resultados soportaron multiples e independientes orlgenes de las variaciones 
morfolôgicas de Astyanax, por lo tanto el morfotipo asociado al género 
Bramocharax représenta una adaptaciôn trôfica récurrente. Las estimas 
obtenidas de la aplicaciôn de un reloj molecular mostraron que Astyanax puede 
ser tan antiguo en Mesoamérica como ~8 Ma (Mioceno), lo cual implicarla la 
presencia de una conexiôn terrestre conectando Sur América y Centro América 
previa al cierre definitive del Istmo de Panama (-3.3 Ma).
CapItulo II
El género Astyanax Baird & Girard (1854) se caracteriza por una alta 
plasticidad fenotipica, siendo el caso mâs estudiado la forma cavernicola, 
Astyanax mexicanus (De Filippi, 1853). Otros ejemplos de la plasticidad 
fenotipica se han descrito para el género Astyanax relacionados a récurrentes 
adaptaciones trôficas. Uno de estos ejemplos se ha observado en el lago de 
Catemaco, en el Selva de Los Tuxtias al sureste de México, donde la especie 
Astyanax aeneus (Günther, 1860) muestra dos ecotipos, los cuales han sido 
asignados en la literatura cientifica como diferentes géneros. La forma 
generalista corresponderla con A. aeneus (ampliamente distribuida fuera del 
lago) y la mâs especializada con Bramocharax caballeroi Contreras-Balderas 
and Rivera-Teillery, 1985. En el présente estudio se analizaron 210 individuos
con morfologia geométrica, examinando la variaciôn en el cuerpo, tanto del 
tamano como la forma entre los ecotipos de caracidos del Lago Catemaco. 
También se analizô la estructura mitocondrial mediante la secuenciaciôn de 
305 individuos del gen Citocromo b {Cytb). Los resultados mostraron que 
ambos ecotipos difirieron de forma significativa, y dichas diferencias en la forma 
se encuentran en la configuraciôn espacial de la cabeza, tanto en su forma 
como en su orientaciôn, asi como en la profondidad del cuerpo. Por otro lado, 
se observaron dos linajes mitocondriales en simpatria en el Lago Catemaco 
con menos de 1% de divergencia entre ellos, sin embargo estos no presentaron 
una congruencia entre la diferenciaciôn mitocondrial y fenotipica, lo que senala 
al ecotipo Bramocharax como una convergencia trôfica en dos linajes 
independientes. El sistema présente en el Lago Catemaco puede représenter 
una gran oportunidad para el estudio de la evoluciôn en paralelo, en particular 
de las adaptaciones trôficas en los peces y que las diferencias observadas en 
los ecotipos pueden reducir la competencia intraespecifica por los recursos 
mediante la modificaciôn de la morfologia trôfica, la forma del cuerpo, y la 
conducta alimentaria.
CapItulo III
La competencia por los recursos puede conducir a la divergencia 
fenotipica y promover el aislamiento reproductive entre los individuos, jugando 
un papel importante en la diversificaciôn biolôgica, especialmente en ausencia 
de aislamiento geogrâfico. En este sentido la especiaciôn ecolôgica puede 
corresponder a presiones de selecciôn las cuales favorecen fenotipos
extremos, presumiblemente adaptados a habitats especificos. Los 
Characiformes pueden ser un buen modelo para el estudio de la divergencia 
adaptativa, donde la mayoria de las especies mas divergentes se caracterizan 
por presentar adaptaciones ecolôgicas, siendo un mecanismo evolutive 
importante para el grupo. Nuestro modelo de estudio corresponde con dos 
morfotipos bien diferenciados Astyanax Vs. Bramocharax que se encuentran 
en simpatria en el Lago de Catemaco y donde las diferencias morfolôgicas 
principales podrian estar asociadas con caractères trôficos potencialmente 
relacionados con la divergencia ecolôgica. Tal divergencia morfolôgica podria 
favorecer la reducciôn del flujo genético entre las formas especializadas, 
promoviendo la especiaciôn. En el presente estudio evaluamos, con los 
genotipos para 12 microsatélites el flujo genético entre las poblaciones 
adaptados a diferentes habitats y se contrasté con una poblaciôn alopàtrica 
altamente divergente (> 5% de divergencia del ADNmt). Con nuestros 
resultados no se encontrô una diferenciaciôn genética entre los cuatro grupos 
analizados combinando la forma y los datos de ADN mitocondrial. Mâs aûn, los 
valores de diferenciaciôn fueron considerablemente inferiores a lo que se ha 
reportado anteriormente en otros sistemas de adaptaciôn trôfica (Fst <0.001). 
Por otra parte en el AMOVA jerârquico no encontramos correspondencia entre 
los morfotipos + ADNmt, y la diferenciaciôn molecular obtenida con los 
microsatélites, sôlo siendo significatives las diferencias dentro de las 
poblaciones, las cuales también explicaron la mayor proporciôn de la varianza 
(8.54%). Finalmente en el anâlisis de agrupamiento sôlo se encontraron 
diferencias genéticas entre las poblaciones alopâtricas, sin observarse 
diferencias entre los morfotipos o linajes présentes en el lago, mâs aûn el flujo
genético fue asimétrico, donde el linaje 1 de morfotipo Astyanax correspondiô a 
la poblaciôn donadora para el reste de grupos présentes en el lago, siendo la 
un ica que mostrô valores significatives de migraciôn. La presencia de flujo 
genético entre las morfologlas divergentes fue interpretado como un proceso 
de plasticidad fenotipica, sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de 
baya especiaciôn ecolôgica, la cual no ha sido posible détectar con 
marcadores neutrales como ha sido reportado por estudios previos.

SUMMARY
This doctoral PhD. Thesis consists of three research chapters which 
assessed the evolutionary history of the genus Astyanax at different levels. In 
the first chapter we study the phylogenetic relationships among species in 
Mesoamerica and biogeographical hypotheses were proposed for the region. 
Second chapter deals with adaptive divergence, using Lake Catemaco as the 
study model, where two morphotypes highly differentiated have been described, 
and where the more specialized form was originally described as a distinct 
genus. In this regard, we studied the mitochondrial and morphological 
differentiation and its correspondence. Finally, the third chapter we test 
ecological spéciation hypothesis, asking for the presence of gene flow between 
divergent morphs, using as a model the Lake Catemaco system above 
mentioned. Below is a detailed summary for each of the chapters described:
Chapter I
Mesoamerica is one of the world’s most complex biogeographical 
regions, mostly due to its complex geological history. This complexity has led to 
interesting biogeographical processes that have resulted in the current diversity 
and distribution of fauna in the region. The fish genus Astyanax represents a 
useful model to assess biogeographical hypotheses because it is one of the 
most diverse and widely distributed freshwater fish groups in the New World. 
We used mitochondrial and nuclear DNA to evaluate phylogenetic relationships 
within the genus in Mesoamerica, and to develop historical biogeographical 
hypotheses to explain its current distribution. Analysis of the entire 
mitochondrial Cytochrome b {Cytb) gene in 210 individuals from 147 localities
and of a subset of individuals for three mitochondrial genes {Cytb, 16S, and 
CO/) and a single nuclear gene {RAG1) yielded similar topologies, recovering 
six major groups with significant phylogeographic structure. Populations from 
North America and Upper Central America formed a monophyletic group, while 
Middle Central America showed evidence of rapid radiation with incompletely 
resolved relationships. Lower Central America lineages showed a fragmented 
structure, with geographically restricted taxa showing high levels of molecular 
divergence. All Bramocharax samples grouped with their sympatric Astyanax 
lineages (in some cases even with allopatric Astyanax populations), with less 
than 1% divergence between them. These results suggest a homoplasic nature 
to the trophic specializations associated with Bramocharax ecomorphs, which 
seem to have arisen independently in different Astyanax lineages. We 
observed higher taxonomic diversity compared to previous phylogenetic studies 
of the Astyanax genus. Colonization of Mesoamerica by Astyanax before the 
final closure of the Isthmus of Panama (3.3 My a) explains the deep level of 
divergence detected in Lower Central America. The colonization of Upper 
Mesoamerica apparently occurred at two independent episodes, with lineage 
turnover over a large part of the region. Our results support multiple 
independent origins of morphological traits in Astyanax, whereby the 
morphotype associated with Bramocharax represents a recurrent trophic 
adaptation. Molecular clock estimates indicate that Astyanax was present in 
Mesoamerica during the Miocene (-8 Mya), which implies the existence of an 
incipient land-bridge connecting South America and Central America before the 
final closure of the Isthmus of Panama (-3.3 Mya).
Chapter II
The Astyanax Baird & Girard (1854) fish genus is characterized by a 
high phenotypic plasticity, being the most studied case the troglobitic species 
Astyanax mexicanus (De Filippi, 1853). Other examples of phenotypic plasticity 
have been described for the genus Astyanax like recurrent trophic-adapted 
phenotypes. One of these examples has been observed in Lake Catemaco, 
located in the rainforest of Los Tuxtias in the southeastern from Mexico, where 
the Astyanax aeneus (Günther, 1860) species shows two ecotypes, usually 
assigned in the scientific literature as two different genera. A generalist form 
assigned as A. aeneus and a more specialized one, Bramocharax caballeroi 
Contreras-Balderas and Rivera-Teillery, 1985. Through geometric 
morphometries of 210 individuals, we examined variation in body size and 
shape among ecotypes in the characids from Catemaco Lake. We also 
analyzed the mitochondrial genetic structure using Cytochrome b (Cytb) 
sequences of 305 individuals. Results showed that characids ecotypes were 
significantly different and the shape differences were located at the spatial 
configuration of landmarks related to the shape and orientation of the head and 
body depth. While two different mitochondrial lineages were found within of 
Catemaco Lake, with less than 1% of divergence, we did not found congruence 
between mitochondrial and phenotypic differentiation, showing a convergence 
of the specialized phenotype in both lineages. We argue that characids form 
Catemaco Lake could be a good candidate for studying parallel evolution of 
trophic traits in fish and that differences observed in biotypes may reduce
resource competition through modification of trophic morphology, body shape, 
and feeding behavior.
Competition for resources could drive phenotypic divergence and 
promotes reproductive isolation, playing an important role in biological 
diversification, particularly in the absence of geographical isolation. In this 
sense the ecological spéciation could occur when selection pressures favor 
extreme phenotypes, presumably adapted to particular habitats. The 
Characiformes could be a good model for study adaptive divergence, where the 
most extreme diverging species are characterized by present ecological 
adaptations, being an important evolutionary mechanism in the group. Our 
study model corresponds with two well differentiated morphs Astyanax Vs. 
Bramocharax which co-occur in Catemaco Lake, a lagoon in the Mexican rain 
forest, and where the main morphological differences could be associated with 
trophic characters potentially related to ecological divergence. Such 
morphological divergence might favor reduced gene flow between 
morphotypes, promoting spéciation. Using 12 microsatellite loci genotypes, we 
specifically access whether gene flow is reduced between populations in 
different selective environments and contrasted to an allopatric highly divergent 
population (>5% of mtDNA divergence). We found no genetic differentiation 
between the four groups analyzed in the present study combining morphs and 
the mtDNA data. Even more the differentiation values were considerably lower 
than what has been previously reported to other trophic -  adapted morphs {Fst 
<0.001). Moreover in the hierarchical AMOVA we found no correspondence 
between the morphs + lineages combination, and the molecular differentiation.
only being significant the differences within populations and explaining the 
higher amount of variance (8.54%). Finally in the clustering analysis we only 
found genetic differences between the allopatric populations, not observing 
differences between the morphotypes or lineages present in the Lake, moreover 
asymmetric gene flow was observed, being the mitochondrial lineage 1 of 
Astyanax morphs the donor population to the rest of groups present in the lake, 
and being the only one which showed significant migration values. We interpret 
the presence of gene flow between divergent morphologies as phenotypic 
plasticity process; however we cannot refuse the possibility of ecological 
spéciation which could not be traced by our neutral markers, as has been 
suggested by other studies.
Chapter III
Competition for resources could drive phenotypic divergence and 
promote reproductive isolation between individuals, playing an important role in 
biological diversification, especially in the absence of geographical isolation. In 
this sense ecological spéciation may occur when selection pressures favors 
extreme phenotypes, presumably adapted to different habitats. The 
Characiformes could be a good model to study adaptive divergence, where 
most extreme morphological differentiated species are characterized by present 
ecological adaptations, being an important evolutionary mechanism for the 
group. Our study model include two distinct morphotypes Astyanax Vs 
Bramocharax that co-occur in Lake Catemaco, a lagoon in the Mexican 
rainforests, where major morphological differences could be associated with
trophic traits potentially related to ecological divergence. Such morphological 
divergence might reduce gene flow between the specialized morphotypes, 
promoting spéciation. Using 12 microsatellites loci, we evaluate the presence of 
gene flow between morphotypes, adapted to different habitats and contrasted 
with a highly divergent allopatric population (> 5% ML divergence of mtDNA). 
We found no genetic differentiation among the four groups analyzed (combining 
morphology and mtDNA data). The differentiation values were considerably 
lower than what has been reported previously in other trophic - adapted 
systems ( F s r  <0.001). Moreover, in the hierarchical AMOVA we found no 
correlation between morphotypes or mtDNA and nuclear differentiation, where 
only within populations differences, were significant and accounted for most of 
the variance (8.54%). Finally, in the clustering analysis we found only genetic 
differences between allopatric populations, without differences between morphs 
or lineages present in the lake. Asymmetric gene flow was detected, where the 
lineage 1 of Astyanax morphotype corresponded to the donor population, 
whose migration rates were the only ones significant. We interpret the presence 
of gene flow between divergent morphologies as a phenotypic plasticity 
process, however, we cannot rule out the possibility of ecological spéciation, 
which has not been possible to trace with our neutral markers as has been 
reported in previous studies.
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1.1. Orden Characiformes
El orden Characiformes se compone de peces estenoalinos cuya 
distribuciôn actual comprende, principalmente, Africa y la region Neotropical, a 
excepciôn del género Astyanax, en el cual la especie A. mexicanus llega hasta 
el sur de la region Neârtica (Figura 1).
Figura 1. Distribuciôn del orden Characiformes.
Aunque actualmente los Characiformes son considerados peces 
dulceaculcolas, al parecer hay controversia en cuanto a si en sus origenes 
también lo fueron. Es posible que el orden, e incluse la familia Characidae, 
tengan origen Gondwânico debido a la presencia de aléstidos o carâcidos tipo 
aléstidos, en Africa y en el Sur de America, respectivamente [1]. Sin embargo 
los fôsiles mâs antiguos de un Characiforme verdadero son del Cretâcico
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tardîo, en Sudan, correspondiente al Cenomaniense (% 97 millones de ahos) 
[1]. En America del Sur se conocen registres fôsiles de la Pajcha Pata (Bolivia), 
en la formaciôn del Molino, los cuales corresponden al Cretâcico tardio, 
Maastrichthiense medio (= 68.4 millones de ahos), donde los représentantes 
para la familia Characidae pertenecen a las subfamilias Tetragonopterinae y 
Serrasalminae, sin embargo aparecen mezclados con peces marines por lo que 
recomiendan futures estudios que permitan esclarecer el paleoambiente de 
estes organismes [2].
En Peru se cuentan con registres fôsiles de la Laguna Umayo para las 
mismas subfamilias que en Bolivia, y los cuales pertenecen al Paleoceno tardio 
y al Eocene temprano (Thanetiense e Ypresiense) entre 55.9 a 53.4 millones 
de ahos [3]. En Argentina se cuentan con registres del Cuaternario para la 
subfamilia Serrasalminae, que al parecer de acuerdo a la presencia de otros 
vertebrados y moluscos corresponderla a un habitat exclusivamente 
dulceaculcola [4].
En Africa el registre fôsil de un Characiforme proviene del Cenozoico, 
Paleoceno inferior (% 65 millones de ahos), en Marruecos [5]. Donde para las 
familias Hepsetidae y Characidae, los fôsiles mâs antiguos encontrados se 
presentan en Africa y la Peninsula Arâbica (Thaytiniti) pertenecientes al 
Oligocène inferior (% 34 millones de ahos). As! mismo el paleoambiente 
asociado a estes fôsiles se corresponde con hâbitat dulceaculcolas [1, 2].
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Sin embargo existen otros registres fôsiles del mismo période, 
Cenomaniense, en Portugal {Lusitanichthys) y del Eocene (% 54 millones de 
ahos) del sur de Francia que al parecer estarian mâs relacionados con 
ambiantes marines y salobres respectivamente, los cuales desaparecieron 
râpidamente, quizâs por razones climâticas [5-7].
Lo anterior también ha side tema de discusiôn actualmente utilizando 
las filogenias moleculares, ya que se ha observado que algunas familias 
Africanas (Hepsetidae, Alestidae) se unen con otras Americanas (Ctenolucidae, 
Lebiasinidae) [8] (Figura 2), y las cuales corresponden a familias que se 
originaron posteriormente a la separaciôn entre Africa y America.
Figura 2. Relaciôn entre las familias de Characiformes Africanas (resaltadas en 
negro) y Americanas de Calcagnotto et al. (2005). El rectângulo corresponde a 
la familia Characidae.
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De acuerdo con Calcagnotto et al. (2005), propone que posiblemente 
esta relaciôn se dio por una dispersiôn inter - Continental, por medios marinos 
de las familias Ctenolucidae, Lebiasinidae, Crenuchidae y Erythrinidae y la 
extinciôn de la familia Citharinidae en Sur America. Esto involucrarla un 
proceso de expansiôn de este grupo mâs complejo hace aproximadamente 100 
millones de ahos, considerando multiples eventos de dispersiôn y vicarianza.
Gayet et al. (2003), propone que el origen del Orden pudo ser en 
Pangea (-65 Ma), de ser asi el grupo podria ser considerado como 
estrictamente dulceaculcola, y la distribuciôn fôsil podria ser explicada. Aûn asi 
contempla la posibilidad de una dispersiôn, por ancestros tolérantes a la 
salinidad que pudieron cruzar el Mar de Thetis y pasar a través del Océano 
Atlântico durante el Cretâcico cuando este todavia era estrecho.
1. 2. Relaciones filogenéticas de los carâcidos
El orden Characiformes cuenta con mâs de 1600 especies descritas 
incluidas en 16 familias, de las cuales cuatro son endémicas de Africa (200 
especies) y el resto son endémicas de América (mâs de 1,200 especies) [8]. El 
género Astyanax se incluye dentro de la familia Characidae, la cual cuenta con 
mâs de 1000 especies descritas, siendo una de las cuatro familias mâs 
diversas dentro de teleôsteos. Dicha diversidad se encuetra representada 
mayoritariamente por fauna Neotropical cuya distribuciôn abarca desde el sur 
de USA hasta la parte norte de la Patagonia (Argentina). Actualmente esta
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familia carece de una diagnosis filogenética y su clasificaciôn taxonômica esta 
sujeta a cambios constantes.
La mayoria de los estudios filogenéticos dentro del orden Characiformes 
en donde se incluye a la familia Characidae, se basan caractères morfolôgicos; 
[8-12], sin embargo sus interrelaciones no han sido completamente resueltas, 
siendo comunes las contradicciones entre topologies (figura 3), mas aûn 
algunos autores han cuestionado la monofilia de la familia [13].
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Figura 3. Relaciones filogenéticas propuestas para el orden Characiformes: a) 
Lucena 1993, b) Uj, 1990, c) Backup, 1990 d) OrtI y Vari, 1997. Los grupos 
resaltados en negro corresponden a las familias Africanas.
En una revision hecha para la familia Characidae [14], se reconocen 88 
génères, sin embargo la mayoria de estes générés carecen de una diagnosis 
filogenética y en cases particulares han side considerados explicitamente como 
parafiléticos [ej. Astyanax (de Eigenmann, 1917; a Abilhoa and Duboc, 2007)].
Las relaciones filogenéticas entre los générés Neotropicales présentes 
en Mesoamérica no escapan de la incertidumbre taxonômica présente en el 
resto de la familia. Mâs aûn, actualmente no existe un estudio filogenético 
donde se incluyan todos los générés présentes en esta region.
Las dos aproximaciones mâs recientes, que incluyen una mayor 
representaciôn de la diversidad présente en la familia han sido llevadas a cabo
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Utilizando marcadores moleculares as! como caractères morfolôgicos [8, 11]. 
En el trabajo de Calcagnotto et al. (2005), se incluyen un total de 3.6 kbp de 
cuatro genes nucleares y dos mitocodriales, para 124 taxa. En este estudio no 
es incluido Bramocharax en el anâlisis, y el género Astyanax no se récupéra 
om o monofilético. Ademâs, Hyphessobrycon, el género mâs di verso dentro de 
la familia junto con Astyanax, se agrupa con este ultimo, y con otros cuatro 
0neros {Astyanacinus, Inpaichthys, Moenkhausia and Hemigrammus] Figura 
4).
Astyanax bimacul^ us
Astyanacinus 
Inpaichîttys 
Mœnkhausia 
Astyanax scaMplnls
Astyanacinus 
Memigrammus bletieri 
Hyphessobrycon 
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Brycon
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Bryconops 
Chalceus erythrurus 
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Fgura 4. Topologia consenso de Mâxima Parsimonia modificada de 
Calcagnotto et al. (2005). Los cuatros representan los grupos de carâcidos 
IVbsoamericanos.
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Asi mismo el trabajo llevado a cabo por Mirande (2009), coincide con el 
trabajo previo en que el género Astyanax no se récupéra como monofilético con 
base en caractères morfolôgicas, aunque en este caso se agrupa con 
Markiana, Psellogrammus, y algunas especies de Bryconamericus e 
Hyphessobrycon. Asi mismo récupéra un clado “Bramocharax" en el cual se 
incluyen los géneros Bramocharax, Oligosarcus y un género nuevo. Sin 
embargo, el autor menciona que no siempre se recuperaron por separado 
estos ûltimos très géneros los cuales algunas veces se agruparon con el 
género Astyanax (Figura 5).
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Figura 5. Topologia consenso de Mâxima Parsimonia modificada de Mirande 
(2009). Los cuatros representan los grupos de carâcidos Mesoamericanos.
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Por lo anterior résulta claro que la clasificaciôn taxonômica y sus 
relaciones filogenéticas, tanto dentro del orden Characiformes como dentro de 
la familia Characidae, requieren de futures anâlisis en los que se puedan incluir 
un mayor numéro de représentantes de todos los géneros dentro de la familia y 
a su vez con una buena representaciôn geogrâfica que permita el 
entendimiento de la historia evolutiva del grupo.
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1. 3. El género Astyanax
Dentro de la familia Characidae, que se distribuye en América, el género 
Astyanax résulta conspicuo debido a su amplia distribuciôn, la cual abarca 
desde el rio Negro en el Norte de la Patagonia {Astyanax eigenmanniorum), 
Argentina, hasta la cuenca del Bravo -  Conchos {Astyanax mexicanus) al sur 
del estado de Texas en Norteamérica [14]. Considerando lo anterior este 
género es de peculiar interés debido a que su gran capacidad de dispersiôn y 
adaptaciôn a diverses habitats, lo cual le ha permitido pasar por dos de las mâs 
importantes barreras para los peces de agua dulce y en general a los 
vertebrados.
Estas barreras son: el Istmo de Panamâ, el cual ha sido considerado 
como una zona de Gran Intercambio Americano [15], y ha sido de particular 
interés para los biogeôgrafos, debido a que es en esta zona donde se permitiô 
el intercambio de flora y fauna entre Sur y Norte América. La segunda barrera 
geogrâfica corresponde a la mejor conocida como zona de transiciôn entre las 
regiones Neârtica y Neotropical, esta zona se en eu entra en el parte central de 
México, en el cinturôn volcânico Transmexicano [16, 17].
El género Astyanax se caracteriza por presentar una alta plasticidad 
morfolôgica y gran capacidad de especializaciôn en aspectos trôficos, lo que ha 
contribuido a considerado como un grupo de gran complejidad evolutiva as! 
como en sus patrones biogeogrâficos [13, 18-22]. Actualmente por ser peces 
primaries (no tolérantes a la salinidad), se consideran un buen modelo en los 
estudios de biogeografîa histôrica ya que su dispersiôn es muy limitada a rutas
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terrestres, asi mismo su dispersion entre cuencas que existan cambios 
paleogeogrâficos importantes, asi como anastomosis o capturas de rios.
El género Astyanax ha sido objeto de un gran numéro de estudios en los 
ûltimos diez ahos con diferentes fines [13, 20, 23-25], Muchos de estos trabajos 
se han centrado en aspectos évolutives derivados de la existencia de 
poblaciones epigeas e hipogeas, mostrando estas ultimas interesantes 
adaptaciones a los medios subterrâneos como la pérdida de pigmentaciôn en el 
cuerpo y la reducciôn o degeneraciôn del ojo, entre otras. Sin embargo, 
estudios genéticos han demostrado que frente a las grandes adaptaciones 
morfolôgicas de las poblaciones subterrâneas su diferenciaciôn genética es 
escasa [19, 21, 22]. Ademâs, en recientes trabajos llevados a cabo [26, 27], se 
observô que el albinisme en los organismes troglobiticos de las cuevas del 
Pachôn y el Molino, en San Luis Potosi, eran el resultado de una convergencia 
a nivel molecular, en el gen que codifica para este carâcter (Oca2), asi como 
en otros vertebrados (ratones y humanos).
Por otro lado estudios considerando las secuencias de ADN 
mitocondrial, en el género Astyanax proponen que las poblaciones hipogeas 
han derivado de multiples eventos de colonizaciôn e hibridaciôn, lo cual ha 
producido la convergencia en caracteristicas troglobiticas a partir de dife rentes 
grupos [19,21,22,28].
Considerando la taxonomia tradicional, basada en caractères 
miorfolôgicos el género Astyanax (Baird & Girard, 1854), comprende mâs de
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107 especies validas y es junto con Hyphesobrycon (105 especies) el género 
mâs di verso entre los Characiformes [14, 29]. Sin duda en cuanto a su 
morfologia, este grupo también es bastante complejo, ya que adaptaciones 
fenotîpicas, por lo general asociadas con hâbitos alimentarios asi como a 
caracteristicas ambientales (como en el caso de los organismos troglobiticos), 
por lo general no se correlacionan con un aislamiento reproductivo, tanto pre 
como post cigôtico [19, 21-23, 25, 28]. Por lo anterior no es sorprendente que el 
género en los ûltimos ahos haya presentado innumerables cambios en su 
nomenclature. Para México, se han descrito seis especies del género 
Astyanax. Sin embargo, como lo menciona Contreras-Balderas y Lozano- 
Vilano (1988), hay una incongruencia en los limites biogeogrâficos para las 
especies y en algunos casos si se trata de especies o subespecies.
Es por esto que el género résulta interesante debido, que aunque 
présenta una gran diversidad fenotipica, aparentemente, no se corresponde 
con la diversidad genética, y por lo tanto no se cuenta con un aislamiento 
reproductivo entre poblaciones morfolôgicamente diferentes.
1. 4. Procesos de diversificaciôn
Darwin se refiriô al origen de las especies como “el misterio de los 
misterios”, y a pesar de décadas de estudio, aûn no se ha llegado a un 
consenso ace rca de los procesos involucrados que expliquen la diversidad 
existante. Sin duda el concepto de especie ha generado un intense debate (por 
ejemplo ver las ûltimas revisiones [30-32]). Darwin propone que la especiaciôn
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estarîa enmarcada por un lado por los procesos que la generan y a su vez la 
selecclôn natural que terminaria por eliminar a aquellos organismos que no 
sean capaces de adaptarse a su entorno.
Aunque es posible que existan muchas otras clasificaciones, la 
especiaciôn puede asociarse a los procesos de aislamiento que la generan: 
geogrâficos (simpatria, alopatria, peripatrîa o parapatrîa) o ecolôgicos 
(exclusiôn competitiva, “oportunidad ecolôgica”, desplazamiento del carâcter) 
[33, 34]. As! mismo la complejidad evolutiva de un grupo suele tener a menudo 
una interacciôn de diferentes procesos [33], ya que en los casos de 
especiaciôn simpâtrica o peripatrica es muy posible que involucren procesos 
adaptativos, mientras que en la especiaciôn por vicarianza o parapatrîa no 
necesariamente [35], e.g. la especiaciôn simpâtrica puede estar relacionada 
con la divergencia adaptative por lo tanto a la diferenciaciôn ecolôgica [36].
Sin embargo, este supuesto no justifica que exista necesariamente una 
relaciôn entre el modo de especiaciôn geogrâfica y el proceso evolutivo 
subyacente [35]. Mâs aûn, un problème obvio es que la distribuciôn actuel de 
dos especies hermanas no es necesariamente un indicador fiable de la 
distribuciôn histôrica de las mismas, siendo uno de los principales argumentes 
en contra de la especiaciôn simpâtrica ya que es necesario probar que el 
proceso de especiaciôn no se dio en alopatria y que posteriormente al 
expandirse las dos especies se co-distribuyen [35].
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Por otro lado, uno de los paradigmes de la biologie evolutiva actuel 
radica en el papel de la selecciôn naturel como motor de la especiaciôn [37], 
siendo prioritario el entendimiento de cômo y por que los organismos se 
diversifican concentrando la investigaciôn en sus bases genéticas y ecolôgicas 
[38]. Tanto la selecciôn naturel y sexuel actûan como un bucle de 
retroalimentaciôn positiva, reforzado por la adaptaciôn local por selecciôn 
sexuel de un rasgo seleccionado, dando como resultado que las poblaciones 
diverjan y finalmente formen especies distintas. Bajo este supuesto 
esperarlamos en contrer machos que presenten ornementes, como aletas 
brillantes que a su vez estân relacionados con una buena adaptaciôn a las 
condiciones ambientales locales [39].
La mayoria de los grupos dentro de la familia Characidae son 
morfolôgicamente conservados, sin embargo las fuentes importantes de 
variaciôn suelen estar relacionadas con la dieta y eventos de miniaturizaciôn, 
que a menudo resultan caractères homoplâsicos [10, 40].
En particular en los carâcidos los eventos de miniaturalizaciôn se han 
reportado en diferentes grupos (Weitzman and Fink, 1983; Buckup, 1993), 
siendo este tipo de proceso evolutivo comûnmente correlacionado con la 
disminuciôn de varias caracteristicas, taies como el sistema nervioso (por 
ejemplo, la llnea lateral) y sistema ôseo (por ejemplo, huesos infraorbitarios) 
[40,41].
29
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Otros modelos de especiaciôn, en los que se excluye a los modèles 
ecolôgicos, estân relacionados con la geografia, entre los que se incluyen la 
dériva genética en poblaciones estables [42], la dériva a través de eventos 
fundador y cuellos de botella poblacionales [43], as! como la fijaciôn de 
mutaciones ventajosas en poblaciones alopâtricas [44].
Sin duda uno de los principales mécanismes por el cual se produce la 
diversificaciôn es la geografia a través del origen de una barrera que impide el 
flujo genético produciendo una divergencia de las dos poblaciones divididas 
(vicarianza), o mediante el establecimiento de nuevas poblaciones a través de 
una expansiôn de la distribuciôn de un grupo (peripatria) [45].
1. 5. Biogeografîa
Los carâcidos de América del Norte son un grupo interesante para 
biogeôgrafos, en parte porque su patrôn de distribuciôn podria ser el resultado 
de una combinaciôn de eventos de dispersiôn y vicarianza (Myers 1938, 1967). 
Por otra parte, los carâcidos son uno de los dos grupos mâs ampliamente 
distribuidos en el continente americano y su dispersiôn estâ restringida a 
cuencas dulce acuicolas, siendo limitada su dispersiôn por medios marinos.
Uno de los primeros estudios que incluyeron una hipôtesis biogeogrâfica 
de los carâcidos de norte América fue Nevada a cabo por Rosen (1975). En 
dicha hipôtesis Rosen sugiriô que la distribuciôn actual de los carâcidos en 
América Central podria ser el resultado de una reciente expansiôn (no antes
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del Cuaternario) como ya habla sido sugerido antes por Myers (1938, 1967), o 
una expansion mâs antigua a través de un, no consolidado, itsmo “Costa Rica y 
Panamâ” durante el Oligoceno. La primera posibilidad podria explicar su 
ausencia en las islas antillanas y la segunda posibilidad ha sido sugerido para 
Hyphessobrycon (Bussing, 1976). Rosen (1975) sugiriô que los dos Astyanax y 
Bramocharax concuerdan con una hipôtesis de una fauna "relictual", que podria 
coincidir con una conexiôn antigua entre el Norte y Sur América. En este 
sentido, la hipôtesis de una conexiôn reciente ha sido apoyada para el género 
Astyanax utilizando el reloj molecular (Strecker et al. 2004).
La mayoria de los trabajos publicados consideran que el género 
Astyanax présenta evidencias de multiples expansiones hacia norte América 
[22, 46]. Ademâs de las hipôtesis de dispersiôn, eventos vicariantes han sido 
propuestos como dentro de la historia evolutiva del género en la cladogénesis. 
El Eje Neovolcânico Transversal es una de las barreras que son consideradas 
como eventos vicariantes que han dividido a los linajes de Astyanax [22].
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
El objetivo general de esta tesis consistiô en evaluar los patrones y procesos 
de diversificaciôn, de un género de carâcidos americanos {Astyanax: 
Actinopterygii) en un ârea geolôgicamente compleja como lo es Mesoamérica. 
Para elle se utilizaron herramientas moleculares para proponer hipôtesis 
filogenéticas y biogegrâficas. As! mlsmo se estudiaron los mécanismes 
evolutivos involucrados en la diversificaciôn del género Astyanax, utilizando 
como modelo el complejo de especies présente en el Lago Catemaco 
(Veracruz, México), en donde se analizô la correspondencia entre la 
divergencia morfolôgica y sus bases genéticas.
2.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Proponer una hipôtesis filogenética robusta para el género Astyanax 
utilizando una matriz de datos en la que se combinan marcadores 
nucleares y mitocondriales
2. Proponer una hipôtesis biogeogréfica para la fauna de peces de 
Mesoamérica, incluyendo la importancia relativa de la geologla 
histôrica y los factores climâticos
3. Evaluar el papel de la divergencia adaptativa en el sistema 
Astyanax!Bramocharax présente en el Lago Catemaco, comparando 
la correspondencia entre la diferenciaciôn morfolôgica y molecular
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4. Probar estadîsticamente la senal filogenética en los datos 
morfométricos analizados
5. Evaluar la presencia de eventos de convergencia evolutiva, asi como 
su relaciôn con la historia demogrâfica
6. Evaluar el flujo génico en el sistema de carâcidos présente en el Lago 
Catemaco, utilizando 12 loci nucleares entre morfotipos divergentes, 
con el fin de probar si el proceso de especiaciôn ecolôgica.
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3. CAPITULO I
La historia evolutiva del género Astyanax 
Baird & Girard (1854) (Actinopterygii, 
Characidae) en Mesoamérica révélé 
multiples homoplasias morfolégicas
7a evolucion filética no produce ningun incremento de 
diversidad, tan solo la transformacion de una cosa en
otra” 
J. Gould 1980

Historia evolutiva del género Astyanax en Mesoamérica
3.1. INTRODUCClÔN
Mesoamérica es una de las regiones biogeogrâficas mâs complejas en 
el mundo [1-5]. Dicha complejidad esta reflejada en la confluencia entre la biota 
Neârtica y Neotropical as! como una larga historia de actividad geolôgica, que 
se que se extiende desde el Mioceno hasta el présente, debido a contantes 
modificaciones en la configuraciôn de las plaças tectônicas présentes en el 
ârea (Cocos, América del Norte, el Pacifico y las plaças del Caribe) [6, 7] lo 
cual ha generado barreras y a su vez puentes que han moldeado la distribuciôn 
de los peces de agua dulce [8-13]. Por ejemplo, durante el Plioceno (~ 3,3 
millones de ahos) el cierre del estrecho de Panamâ ha sido propuesto como 
una de las causas mâs importantes de intercambio faunistico entre las regiones 
Neârtica y Neotropical [14]. Asi mismo cambios climâticos también han sido 
sugeridos como posibles causas de ciertos patrones en la distribuciôn de peces 
Mesoamericanos [15]. Para poder distinguir entre los efectos climâticos y 
geolôgicos se requiere, informaciôn tanto filogenética as! como los limites 
geogrâficos de las especies estudiadas [9, 16-20].
Es asi como se ha dado especial atenciôn en el entendimiento del 
numéro y la fecha en la que se dieron las colonizaciones de Mesoamérica por 
los peces de agua dulce desde América del Sur: aspecto que aûn hoy en dia 
permanece controvertido [8, 13, 21-23]. Una de las teorias mâs aceptadas 
apoyan dos eventos de colonizaciôn: 1) un episodio antiguo (70 - 80 millones 
de ahos) a través de un arco asociado a una formaciôn incipiente de las Antillas 
(Proto-Antillano) y 2) un episodio mâs reciente, durante el Cenozoico a través
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de dos rutas; por un lado por las Antillas y/o a través del corredor continental 
correspondiente al Istmo de Panama [14, 24, 25].
Con los datos moleculares se ha sugerido que la colonizaciôn de 
Mesoamérica por peces de agua dulce primaries (cuya dispersion esta 
restringida a rutas de agua dulce, exclusivamente [22]) fue durante el Mioceno, 
en diferentes eventos entre 4 y 7 Ma [12, 13, 17, 23]. Sin embargo estas fechas 
son incongruentes con los registres geolôgicos, los cuales proponen una 
conexiôn entre Sur América y Centroamérica mucho mâs reciente, que es 
hasta que se tiene registre del cierre del Istmo de Panamâ (3.3 millones de 
ahos). Eventos mâs antiguos de colonizaciôn hacia la parte norte del continente 
se han postulado para los peces de agua dulce secundarlos (toleran la 
dispersiôn por agua salobres [22]), por ejemplo, principles y mediados del 
Mioceno (12.7 a 23 millones de ahos) para la colonizaciôn de la familia 
Synbranchidae [13], y entre 14-24 Ma, para ciclidos heroinides (Cichlidae) (10 
Ma en los linajes Mesoamericanos) y entre 4-20 Ma para rivulidos (Rivulidae) 
[23].
La ausencia de générés de peces primaries de Mesoamérica (por 
ejemplo, Hypopomus, Pimelodella, Rhamdia y Roeboides) en las Antillas, 
représenta un argumente en contra de una colonizaciôn ancestral a través del 
arco Proto-Antillano. En su lugar, apoya una ruta de la colonizaciôn a través un 
puente incipiente formado durante la formaciôn graduai del Istmo de Panamâ 
[12, 17], en un lapse de tiempo de 3-20 Ma, aunado con los cambios en el nivel 
del mar que han sido reportados [26]. Este es apoyado en estudios
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moleculares de artrôpodos [27], anfibios [28], y especies marinas présentes en 
ambos lados del Istmo de Panama [29].
En contra parte en peces de agua dulce primaries ha sido apoyada una 
colonizaciôn mâs reciente de Mesoamérica a través del Estrecho de Panamâ, 
con base en estudios filogeogrâficos de carâcidos (por ejemplo, Brycon, 
Bryconamericus, Eretmobrycon y Cyphocharax). Estes estudios indican 
expansiones râpidas récurrentes de Sur América durante el Plioceno ~ 3,3 Ma 
[15].
En este sentido el género Astyanax proporciona un modelo ideal para 
investigar la importancia relativa de vicarianza y dispersiôn en los patrones 
biogeogrâficos. Este es en parte porque esté ampliamente distribuido en toda la 
région [30 29], y debido a que su dispersiôn se limita a las rutas de agua dulce 
y depende, por consiguiente, de la formaciôn de conexiones terrestres.
Considerando que por lo general es asumido un origen Gondwânico 
(América del Sur) para Characiformes [31-33], apoyado por el registre fôsil 
[34], podemos asumir que la presencia de la familia Characidae en América del 
Norte es consecuencia de la dispersiôn.
El género Astyanax comprende mâs de 107 especies reconocidas, y 
es, junto con el género Hyphesobrycon (105 especies), el género mâs diverse 
de los Characiformes [35, 36]. Por otra parte, Astyanax cuenta con la 
distribuciôn mâs amplia de los carâcidos americanos, ocupando desde el
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Neârtico (Rio Colorado en Texas y Nuevo México) hasta el Neotrôpico (Rio 
Negro en la Patagonia) [35].
En estudios filogenéticos, asi como filogeogrâficos previos [37, 38] de 
Astyanax utilizaron un pequeho numéro de muestras procédantes de México, 
Belice y Guatemala, y no se encontrô una congruencia geogrâfica entre 
algunos grupos recuperados filogenéticamente (es decir, las poblaciones 
analizadas de Yucatân y Belice no fueron las mâs estrechamente relacionadas 
a pesar de su proximidad geogrâfica). Un patron similar fue reportado para 
poblaciones troglobiticas, las cuales diverglan fuertemente de las poblaciones 
de la superficie geogrâficamente mâs cercanas, formando dos linajes 
independientes [39]. El patron antes mencionado se atribuyô a por lo menos 
dos colonizaciones independientes a Mesoamérica desde Sur América durante 
el Pleistocene.
Previamente se estimé, con base en la aplicaciôn de un reloj molecular 
esthete, aplicando una tasa de divergencia de 1.5% por millôn de ahos [40] 
para el gen citocromo b, que la colonizaciôn de Astyanax hacia Mesoamérica 
ocurriô hace ~ 3.1 Ma (entre 1.8 y 4.5 millones de ahos), que coincide con el 
cierre del estrecho de Panamâ (3.3 millones de ahos) [38]. Sin embargo, el 
muestreo incomplete (sôlo se incluyeron algunas muestras de la parte superior 
de Centroamérica y México) podrla dar lugar a algunas interpretaciones 
errôneas. Por lo que el présente estudio ofrece la oportunidad de llevar a cabo 
un anâlisis filogeogrâfico robuste con base en un muestreo mâs exhaustive
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incluyendo una mayor ârea, por lo tanto deberia proporcionar nuevos 
conocimientos sobre la historia evolutiva del género.
Por otro lado el género Astyanax se caracteriza por presentar una 
elevada plasticidad fenotipica y por tanto présenta una elevada capacidad para 
adaptarse a diverses hâbitats [37, 39, 41-43]. As! mismo, en otros grupos de 
peces se ha observado de forma similar a Astyanax una alta diferenciaciôn 
morfolôgica asociada a la adaptaciôn a nuevos hâbitats, la cual en términos 
générales concuerda con la divergencia genética [44-46]. En el género 
Astyanax se ha prestado una especial atenciôn a la evoluciôn de los 
mécanismes de desarrollo y adaptaciôn a entornos cavernîcolas [37, 39, 41], 
pero menos atenciôn se le ha dado a las adaptaciones ecolôgicas en otros 
hâbitats, asociadas a la plasticidad morfolôgica. En este sentido, el género 
Bramocharax, el cual se encuentra co-distribuido con el género Astyanax, se 
caracteriza por una notable especializaciôn trôfica, incluidas las diferencias en 
el numéro de dientes premaxilares, la presencia de diastemas en los dientes 
superiores, asi como las diferencias en la forma y el numéro de caninos 
présentes en: el premaxilar, la maxila y el dentario, observando en algunas 
especies (B. caballeroi y B. baileyi) estados intermedios con las especies 
simpâtricas de Astyanax [47-49].
En este capitule se utilizaron las secuencias de ADN mitocondrial y 
nuclear para desarrollar una hipôtesis filogenética robusta para Astyanax y 
Bramocharax. Este nos permite poner a prueba la hipôtesis biogeogrâfica para 
la fauna de peces de Mesoamérica, incluyendo la importancia relativa de la 
geologia histôrica y los factores climâticos.
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3.2. MÉTODOS
3.2.1 Colecta de Material
Un total de 210 ejemplares fueron analizados, incluyendo ejemplares 
de los géneros Astyanax y Bramocharax de 141 localidades desde Panamâ a 
la frontera entre México y EE.UU. (Figura 1) [véase el Apéndice 1]. Los 
especimenes correspondieron a 10 especies de Astyanax: A. aeneus, A. altior, 
A. armandoi, A. fasciatus, A. jordani, A. mexicanus, A. nasutus, A. 
nicaraguensis, A. orthodus y A. petenensis, y très especies del género 
Bramocharax: B. caballeroi, B. dorloni y B. bransfordil. Las muestras de 
Astyanax bimaculatus (de Argentina), Astyanax fasciatus (secuencia de 
GenBank de Brasil) y Roeboides bouchellel (de El Salvador) fueron utilizados 
como grupos externos en el présente estudio. Se recolectaron individuos de las 
localidades tipo de la mayoria de las especies (10 especies nominales) 
descritas para Mesoamérica, la mayoria de ellas consideradas como vâlidas 
por la ultima revision nominal Nevada a cabo por Lima et al (2003) [36]. Las 
muestras fueron colectadas con pesca eléctrica y redes de arrastre con 
diâmetros mayores a 8 mm, los ejemplares colectados fueron etiquetados de 
forma individual y tejidos (trozos de mûsculo, aletas caudal o pélvicas) fueron 
conservados en DMSO / EDTA [50], o en etanol al 95%. Para la obtenciôn 
posterior de ADN.
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Los ejemplares complètes fueron preservados posteriormente en 
formol al 10% y depositados en las colecciones ictiolôgicas del Museo Nacional 
de Ciencias Naturaies de Madrid, Espana (MNCN) y la Universidad 
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Michoacân, México (UMSNH) [véase 
Apéndice 1].
3.2.2 Extracciôn de ADN y secuenciaciôn
El ADN genômico fue aislado utilizando el protocole estândar de 
extracciôn de fenol/cloroformo [51] y fue almacenado a 4 °C. Se amplificaron 
los siguientes fragmentes; el gen complete Citocromo b (Cytb) con una longitud 
de 1140 pares de bases (pb) y 16S ARNr (552 pb) y la citocromo oxidasa I 
(COI) (655 pb). También se amplified el tercer exôn del gen activador de la 
recombinaciôn 1 (RAG1) (1512 pb). Las reacciones en cadena de la 
polimerasa (POR) se llevaron a cabo en 25pL, y cada reacciôn contuvo 0.4 pM 
de cada cebador, 0.2 pM de cada dNTR, 2 mM de MgCb y 1.5 unidades de 
Taq DNA polimerasa (Biotools). POR se llevaron a cabo bajo las siguientes 
condiciones: 94 ° C (2 min.), 35 ciclos de 94 ° C (45 sec.), region especifica Tm 
° C (1 min.), 72 ° C (90 sec ), y 72 ° C (5 min), para la mayoria de 
amplificaciones (ver Tabla 1), con la excepciôn del gen RAG1 para los que 
seguimos las condiciones de POR descritas en [52].
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Tabla 1. Cebadores utilizados de los genes y fragmentes RAG1, 16S, COI, and 
Cytb: (a) amplificaciôn y (s) secuenciaciôn.
Tm Tamano 
(°C) (pb)Gen Cebador Secuencia (5'- 3') Réf.
RAG1 RAG1 (a, s) AGCTGTAGTCAGTAYCAC
RAG5 (s) AARATG
RAG9 (a, s) TRGAGTCACACAGACTGC
AGA
GTGTAGAGCCAGTGRTGY
58* 1512 [53].
Citocromo b Glu- F (a, s)
{Cytb)
16S
54
48
48
46
655
1140
552
[54]
[55]
Este
estudio
[56].
Citocromo FISHFI (a, s) TCAACCAACCACAAAGAC
oxidasa FiSHRI (a) ATTGGCAC
(C O I) TAGACTTCTGGGTGGCCA
AAGAATCA
GAAGAACCACCGTTGTTA 
Thr- R (a, s) TTCAA
ACCTCCRATCTYCGGATT 
ACA
CbCHR (a, s) TTARTCCGGCTGGGWTN 
TTTG
16SAR (a, s) CGCCTGTTTATCAAAAAC
16SBR (a) AT
CCGGTCTGAACTCAGATC 
ACGT
* La POR se llevô a cabo para los primeros 10 ciclos: de 58 °C a 53 °C (-0.5 °C 
cada ciclo), seguido por 25 ciclos a 53 °C.
Los productos de la PCR fueron verificados en geles de agarosa al 1% 
para confirmar la amplificaciôn, posteriormente los productos se purificaron 
utilizando el kit EXOSAP-IT PCR Product Clean-Up (Usb) o precipitândolos 
con etanol. Ambos sentidos de los fragmentes amplificados fueron 
secuenciados (ver Tabla 1) en un secuenciador automàtico ABI 3700 DNA 
(SECUGEN servicio de secuenciaciôn).
3.2.3 Anàlisis de los datos
Los cromatogramas y los alineamientos fueron verificados visualmente. 
La saturaciôn de las sustituciones de transiciones y transversiones se 
comprobô graficando la cifra absoluta de los cambios por codones contra 
distancias corregidas para los genes codificantes. La reconstrucciôn 
filogenética se llevô a cabo utilizando la inferencia bayesiana (Bl) en el
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programa MrBayes ver. 3.1.2 [57]. Se utilizô Modeltest 3.7 [58] para calcular el 
mejor modelo de sustituciôn por fragmentes, en el case del Cytb se calculô los 
diferentes modèles de sustituciôn por codones, mientras que para RAG1, 168 
y COI se calculô para los fragmentes completes, utilizando el Criterio de 
Informaciôn Bayesiano (BIC) [58] [Véase Apéndice 2]. El anàlisis de Bl se 
realizô para dos conjuntos de datos de la siguiente manera: (1) Para el 
con]unto complete de datos con el gen Cytb con distintos modèles de ajuste 
por codones (2) utilizando los très fragmentes mitocondriales {Cytb, COI y 168) 
y el RAG1 con un modelo de sustituciôn para cada fragmente.
Los anàlisis Bl se llevaron a cabo haciendo dos corridas independientes 
con cuatro cadenas de Metropolis para un total delO millones de generaciones, 
con la cual fue estimada la distribuciôn de la probabilidad posterior. Los 
primeros 10.000 àrboles fueron descartados (burn-in). El programa Tracer v1.4 
[59] se utilizô para evaluar la convergencia de las dos corridas y para 
determinar el numéro de àrboles para descartar (burn-in).
Las secuencias obtenidas también se analizaron por el método de 
màxima parsimonia (MP) en PAUP * 4.0 blO [60], ver. NONA 2.0 [61] y 
WINCLADA ver. 1.00.08 [62]. El anàlisis de MP en PAUP y NONA / 
WINCLADA se llevô a cabo bajo la estrategia de bûsqueda heuristica. El apoyo 
estadistico para clados recuperados se evaluô mediante bootstrap (1000 
pseudo-replicas). 8e aplicaron diferentes pesos de transversiones y 
transiciones segûn el criterio empirico obtenido en PAUP * 4.0 blO [60]. Los 
anàlisis se llevaron a cabo para los dos conjuntos de datos de manera similar 
que para el Bl.
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En el primer anâlisis fueron utilizadas las secuencias para el gen 
mitocondrial compléta Cytb (estando representados la mayoria de las especies 
y poblaciones de los géneros Astyanax y Bramocharax de Mesoamérica), con 
el fin de inferir las relaciones filogenéticas entre el mayor numéro de 
poblaciones comprendidas en el ârea de estudio. Mientras que en el segundo 
anâlisis se utilizô una matriz de datos combinada con los cuatro fragmentas 
estudiadas, Cytb, 16S, COI y RAG1 (para los que sôlo un subconjunto de las 
especies/poblaciones) con el fin de evaluar las relaciones entre los principales 
linajes identificados en el anâlisis previo.
3.2.4 Reloj molecular y tiempos de divergencia
Se utilizô la matriz del Cytb para calcular el reloj molecular ya que 
entre otra s razones, contiene el mayor numéro de ejemplares analizados, asi 
como es posible llevar a cabo comparaciones de estimas llevadas a cabo en 
estudios previos alternative que no séria posible utilizando la matriz combinada 
en la que ademâs se incluyen dos genes mitocondriales y un nuclear para los 
cuales no han sido reportadas tasas de divergencia.
La tasa de heterogeneidad en el conjunto de datos se evaluô mediante 
la prueba de la tasa de cambio de verosimilitud {likelihood ratio test-LRT-) [63, 
64]. Las LRTs se estimaron comparando el logaritmo del valor de verosimilitud 
para cada topologia usando para calcularlas el criterio de mâxima verosimilitud 
{màximum likelihood -ML-) (los modelos de sustituciôn fueron obtenidos con
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Modeltest), mientras se forzô un reloj molecular del logaritmo del valor de 
verosimilitud de la topologia recuperada, asi mismo se calculô el mismo 
valores de verosimilitud pero esta vez sin forzar el reloj molecular. El 
estadistico de la prueba de la tasa de cambio de verosimilitud es el doble de la 
diferencia entre los dos logaritmos de verosimilitud. Este dato se compara con 
una distribuciôn [65].
Debido a que la hipôtesis de un reloj molecular fue rechazada, se llevô 
a cabo una aproximaciôn no paramétrica de la tasa de divergencia {non- 
parametric rate smoothing approach -NPRS-) para estimar los tiempos de 
divergencia utilizando el rSs [64] para calcular la divergencia entre los taxones. 
La NPRS relaja el supuesto del reloj molecular mediante la aplicaciôn de los 
minimos cuadrados suavizados de las estimas de las tasas de sustituciôn.
Se calcularon los errores estândar para las estimas de divergencia 
utilizando el procedimiento descrito previamente, y ejecutado por los scripts de 
Perl en el rSs bootkit proporcionado por Torsten Eriksson [66]. Los primeros 
100 conjuntos de datos generados al azar fueron creados a partir de la matriz 
original del conjunto de datos del Cytb con el programa de Mesquite v. 2.01 
[67]. Las longitudes de las ramas fueron recalculadas para cada conjunto de 
datos programados previamente en PAUP utilizando los parâmetros originales 
de ML. Los àrboles résultantes, con las longitudes de ramas se importaron es 
el rSs. Se implementô el algoritmo TN (Newton Truncado).
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Hemos constrehido el reloj molecular considerando dos puntos de la 
topologia (ver figura 6). En primer lugar, el grupo interno (el nodo 1, Figura 6) 
se calibré con el aislamiento de la cuenca de Maracaibo, como resultado de la 
formaciôn de la Sierra de Perijâ y los Andes de Mérida entre 8-12 Ma [7, 68, 
69]. Ademâs, en este nodo también se utilizô el registre fôsil mâs antiguo de un 
carâcido {Colossoma macropomum, 15 millones de anos) que se tiene 
precedente para el sistema del rio Magdalena [70]. Este nos permitiô 
determinar los valores minimos y mâximos para este nodo 1 (siendo el limite 
inferior 8 y 15 Ma como el superior). La segunda constricciôn correspondiô al 
cierre definitive del eje neovolcânico transversal mexicano (ENTM) siendo entre 
3-6 Ma (nodo 6 en la Figura 6) [71, 72].
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3.3. RESULTADOS
3.3.1 Reconstrucciôn filogenética
Se secuenciaron très genes mitocondriales {Cytb, COI y 16S), y un gen 
nuclear {RAG1), dando un total de 3.862 caractères (2.350 mitocondriales y 
1512 nucleares) [ver el Apéndice 1].
El gen RAG1 fue el mâs conservador de los genes analizados (Tabla 2) 
[ver el Apéndice 2]. Entre los genes del ADN mitocondrial, el Cytb fue el mâs 
variable, aunque el CO/también mostrô altos niveles de variabilidad mientras el 
16S fue el menos variable. Considerando en conjunto la informaciôn 
mitocondrial y nuclear, 931 sitios fueron variables, con 448 (~ 11%) siendo 
parsimoniosamente informativos.
Tabla 2. Caracterizaciôn molecular de los grupos de datos para cada gen.
Gen Tamano
(pb)
sv PI % PI Cl RI
Cytb 1140 505 298 26.14 0.58 0.85
C O I 655 137 93 14,19 0.46 0.64
168 555 74 19 3.42 0.52 0.61
RAG1 1512 215 38 2.51 0.56 0.07
Todos 3862 931 448 11.09 0.73 0.61
Pb = pares de bases, SV= Sitios variables, Pl= caractères parsimoniosamente 
informativos, Cl= indice de consistencia, Rl= indice de retenciôn.
Las topologias recuperadas por los métodos de mâxima parsimonia 
(MP) y de inferencia bayesiana (Bl) para los datos del Cytb (Figura 2) y el 
conjunto de datos combinados fueron similares. Ademâs, los resultados de 
ambos fueron concordantes y las discrepancias se limitaron a las topologias de 
los àrboles en los Clados III y IV del Grupo I (la poblaciôn de Mâquinas se
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agrupô con la de Montebello en la topologia del Cytb pero con Polochic- 
Grljalva-Usumacinta, en el conjunto de datos combinados).
La matriz de datos combinados fue util para resolver los nodos 
basales, generalmente influyendo en la obtenciôn de valores mâs altos de 
soporte y proporcionando una mayor resoluciôn filogenética. Por esta razôn, la 
descripciôn de los grupos de mâs alto nivel se basa en la topologia obtenida 
con el conjunto de datos combinados. Todos los anâlisis apoyan la polifilia de 
Bramocharax, dado que las especies de Bramocharax eran hermanas de 
diferentes clados de Astyanax (Figura 2), haciendo Astyanax parafilético.
Se identificaron seis grandes grupos filogenéticos con altos valores de 
soporte y probabilidades posteriores significativas (Figuras 2 y 5). Las 
divergencias entre los grupos se dan en la Tabla 3 [ver Apéndice 3]. Grupos V 
y VI corresponden a la regiôn de Chagres (Panamâ) y a las cuencas Lagarto- 
Puntarenas de Costa Rica en la parte sur de Centroamérica (Centroamérica 
baja), respectivamente. Los Grupos II a IV constituyen la parte media de 
Centroamérica (Centroamérica central) y el Grupo I corresponde con la regiôn 
norte de Centroamérica (Centroamérica alta) y México. Estos grupos no se 
solapan geogrâficamente a excepciôn del I con el II y el II con el III [ver el 
Apéndice 4, con un esquema de los clados filogenéticos]. Sus relaciones no se 
resuelven con el Cytb o el conjunto de datos combinados (3.8 Kbp).
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Tabla 3. Distancias genéticas en porcentajes entre los siete grupos obtenidos 
en la filogenia (por debajo de la diagonal las distancias no corregidas p; por 
encima de la diagonal las distancias corregidas por el modelo de sustituciôn 
K81uf).
___________________ Entre grupos___________________________ Dentro_______
1 2 3 4 5 6 P K81uf
Grupo 1 - 5.74 5.68 4.77 6.44 6.37 2.84 3.25
Grupo II 4.65 - 5.4 4.73 6.1 5.89 2.51 2.86
Grupo III 4.64 4.4 - 4.58 6.79 5.58 0.79 0.82
Grupo IV 4.05 4.03 3.91 - 5.45 5.27 0 0
Grupo V 5.19 4.91 5.41 4.51 - 7.05 0.23 0.23
Grupo VI 5.08 4.77 4.57 4.41 5.6 - 0 0
3.3.2 Estructura geogrâfica dentro de las agrupaclones filogenéticas 
mayores
GRUPO I (México y  Centroamérica alta)
Cuatro Clados fueron recuperados dentro del Grupo I (Figura 2 y 3). El 
Clado I inclula a la mayoria de las poblaciones de México y Alta América 
Central (Guatemala y Belice). Los Clados ll-IV incluyeron menos poblaciones 
con una distribuciôn fragmentada sobre la distribuciôn del Clado I.
Dentro del Clado I se identifica una estructura geogrâfica 
correspondiente a los siguientes cuatro linajes: El Linaje Id, de la regiôn de 
Chiapas, México, fue el linaje hermano del Linaje le de la regiôn de Candelaria 
y de un par de linajes (la y Ib) que ocupan una regiôn amplia desde la 
Peninsula de Yucatân a la cuenca del Bravo-Conchos.
El Linaje la incluyô a individuos de A. mexicanus y la especie 
troglobitica A. jordani, ambas del norte de México. Este linaje se dividiô en dos 
sublinajes. El primero de ellos incluyô muestras de la cuenca Bravo-Conchos, 
en la parte mâs al norte de la distribuciôn de Astyanax, y las cuencas del
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Mezquital y Nazas - Aguanaval. El segundo sublinaje agrupô a las poblaciones 
de las cuencas de Pânuco, Tuxpan, Nautia y San Fernando-Soto La Marina, 
incluyendo la mayoria de las poblaciones troglobiticas de la regiôn de la 
Huasteca (véase la regiôn A en la Figura 1 ). Por lo tanto, este ultimo sublinaje 
incluye a A. mexicanus y la especie nominal cavernicola, A. jordani.
El Linaje Ib contiene a Astyanax y Bramocharax del sur del ENTM y 
Belice. Se divide a su vez en cuatro sublinajes. Se extiende desde la Laguna 
de la Media Luna (cuenca del Pânuco, México) a la cuenca de Mopân (Belice) 
en la vertiente atlântica, y de la cuenca Armeria - Coahuayana a la cuenca del 
Balsas (ambos en México) en la vertiente del Pacifico.
Este grupo es un buen ejemplo de la plasticidad morfolôgica exhibida 
en bajos niveles de diferenciaciôn genética [véase el Apéndice 3]. El primer 
sublinaje incluyô a Astyanax fasciatus proveniente de las cuencas 
contempladas entre Puente Nacional y Grijalva - Usumacinta (incluyendo las de 
Papaloapan y Coatzacoalcos) en la vertiente atlântica, y las poblaciones de las 
localidades tipo de A. armandoi y A. a/f/or (Palenque, en la cuenca Grijalva - del 
Usumacinta y el Cenote de Noc-Ac en la Peninsula de Yucatân, 
respectivamente). Ambos son sinônimos de A. fasciatus [36, 73]. También se 
encontraron haplotipos compartidos o de baja divergencia [Ver Apéndice 3] 
entre los taxa simpâtricos Bramocharax caballeroi y A. fasciatus en el lago de 
Catemaco (ver regiôn 0, Los Tuxtias, en la Figura 3). Ademâs, estas distancias 
fueron menores a las observadas entre algunas poblaciones de Astyanax.
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Astyanax bimaculatus (from Argentina)
Figura 2. Ârbol bayesiano y de Mâxima Parsimonia para Astyanax y 
Bramocharax (este indicado por cuadros). También se muestran las especies 
que se consideran vâlidas de acuerdo a Lima et al. [36]. Los asteriscos dobles 
indican probabilidades posteriores (Bl) >0.95 o valores de bootstrap (MP) > 90; 
un asterisco identifica valores entre 0.89 y 0.80 o 89 y 80. La definiciôn de los 
Clados se basé en el ârbol del conjunto de datos combinado (ver figura 5).
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Figura 3. Ârbol parcial para el Grupo I de Inferencia Bayesiana y Mâxima 
Parsimonia para Astyanax y Bramocharax basado en el gen Cytb. Los 
asteriscos dobles indican probabilidades posteriores (Bl) >0.95 o valores de 
bootstrap (MP) > 90; un asterisco identifica valores entre 0.89 y 0.80 o 89 y 80. 
Los circulos representan localidades tipo. La definiciôn de los clados se basé 
en el ârbol del conjunto de datos combinados.
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Group I
A. sp. Cladc V .. River
Belize-
Moiagua-
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A. Mizanus Cladc V I - i
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Lagarto-PuntarenaaA. sp. Group V
Group VIA. sp.
A fasciatus 001
Figura 4. Ârbol parcial para los Grupos ll-IV de Inferencia Bayesiana y Màxima 
Parsimonia para Astyanax y Bramocharax basado en el gen Cytb. Los 
asteriscos dobles indican probabilidades posteriores (Bl) >0.95 o valores de 
bootstrap (MP) > 90; un asterisco identifica valores entre 0.89 y 0.80 o 89 y 80. 
Los circulos representan localidades tipo. La definiciôn de los clados se basô 
en el ârbol del conjunto de datos combinados (ver figura 5).
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Figura 5. Ârbol filogenético resumido para Astyanax y Bramocharax estimado 
con Inferencia Bayesiana y Maxima Parsimonia usando el subconjunto de 
dates {Cytb+COI+^6S y RAG1). Se muestran las probabilidades posteriores y 
valores de bootstrap.
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El segundo sublinaje (Catemaco) fue un clado limitado a la region de los 
Tuxtias (lagos Chalchoapan y Catemaco, en la Figura 1), y a morfotipos 
compuestos por A. fasciatus y B. caballeroi, con diferencias genéticas muy 
bajas e incluse con haplotipos compartidos (Figuras 2 y 5) [ver Apéndice 3]. El 
tercer sublinaje incluyô a A. fasciatus, sobre todo de poblaciones provenientes 
de la vertiente del Pacifico (de la cuenca de Coahuayana a la de Balsas), y una 
sola poblaciôn de A. mexicanus de la cuenca de Laguna de Media Luna, en la 
vertiente Atlântica (Figura 1). El sublinaje cuarto ("Peninsula de Yucatan", 
Figura 2) incluye a A. fasciatus de los cenotes de Yucatan (México), Belice y 
las cuencas Nuevo (Belice) y las cuencas Mopan y Candelaria (Guatemala).
El Linaje le, (region D, Figura 1) incluyô poblaciones de la vertiente 
atlântica; Astyanax fasciatus de la localidad tipo de A. petenensis (Lago Petén 
-  Itzâ, Peninsula de Yucatan, considerado un sinônimo de A. mexicanus sensu 
Lima et al. [36]) y A. fasciatus de la region cârstica de Candelaria en 
Guatemala. Este linaje incluyô a Bramocharax dorioni de la localidad tipo (rio 
Semococh). Al igual que en otros casos de simpatria entre Bramocharax y 
Astyanax, estos dos morfotipos mostraron niveles bajos de diferenciaciôn 
genética (menos 0.5%) [ver Apéndice 3].
El Linaje Id (Chiapas) agrupô a las poblaciones de la vertiente Pacifico 
de A. fasciatus (Figura 1) desde la cuenca de Pichoacân (Oaxaca, México) a la 
Laguna El Jococal (El Salvador), incluyendo la costa de Guatemala, con 
divergencias genéticas muy baja dentro del clado.
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El Clado II consistiô de dos linajes (le e If; divergencia media Dksiu^  
2,13% ± 1,21). El linaje le (referido como "Sabinos-Aguanaval-Mezquital”) 
agrupô a morfotipos troglobiticos {A. jordani) de las cuevas de Las Piedras, 
Tinaja, La Curva, y Sabinos (localidad tipo de A. hubbsi, sinônimo de A. jordani 
sensu Lima et al. [36]) con las poblaciones habitantes en la superficie de A. 
mexicanus provenientes de las cuencas Mezquital y Nazas - Aguanaval, con un 
bajo nivel de diferenciaciôn entre las poblaciones de superficie y cuevas (valor 
medio Dksiut  ^ 1A ± 0,9%).
El Linaje If incluyô las poblaciones de A. mexicanus del va Ile de Rascôn 
y Tamasopo en la cuenca del Pànuco. Este linaje mostrô divergencias muy 
altas en relaciôn al reste de los linajes de este grupo, y a las poblaciones mâs 
cercanas geogrâficamente [ver el Apéndice 3].
El Clado III agrupô las poblaciones de la vertiente Atlântica de A. 
fasciatus de las cuencas de La Palma y Mâquinas (véase la regiôn de Los 
Tuxtias, en la Figura 1) con los de la cuenca alta del rio Polochic (rio Cahabôn) 
y la cuenca del Grijalva-Usumacinta.
El Clado IV incluyô las poblaciones de las Lagunas de Montebello 
("Montebello"), en el sureste de México. Este grupo se agrupô con las 
poblaciones de Mâquinas y La Palma en el anâlisis separado de Cytb, pero 
esta agrupaciôn no fue confirmada por el anâlisis combinado de informaciôn 
nuclear y mitocondrial (Figuras 3 y 5).
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GRUPO II (Centroamérica Central)
El anâlisis filogenético no pudo resolver las relaciones entre los cinco 
Clados principales recuperados en el Grupo II (figuras 2 y 4). Este grupo se 
distribuye ampliamente en centre América Media, desde Belice hasta Costa 
Rica (regiôn E, Figura 1).
El Clado V incluyô A. fasciatus de la cuenca del Macal (Belice). Este 
Clado mostrô divergencias muy altas con respecte a los otros Clados del Grupo 
ll(DK8rur=3,6%±1,39).
El Clado VI ("Belice-Polochic-Motagua") incluye poblaciones de la 
vertiente atlântica de A. fasciatus, de la cuenca del Moho (Belice), y de 
Guatemala, aguas abajo de la cuenca del Polochic hasta la cuenca Puente 
Virginia (Figura 4).
El Clado VII comprende dos linajes (lia y Mb). El Lineage lia incluyô a 
Astyanax nicaraguensis y Bramocharax bransfordii. Al igual que en otros clados 
que contienen ambos morfotipos, hubo un bajo nivel de diferenciaciôn genética 
entre elles (DKstuf = 0,9% ± 0,61). Este linaje se distribuye desde la cuenca de 
Jigüina hasta la cuenca del Sarapiqui (Nicaragua) en la vertiente del Atlântico, 
e incluyô poblaciones de los grandes lagos de Nicaragua (Managua y 
Nicaragua, la regiôn E, figuras 1 y 4) y las cuencas Senacapa y Brito 
(Nicaragua) en la vertiente del Pacifico. El Linaje Mb agrupô a A. fasciatus del 
Lago Nicaragua y la cuenca de San Juan (Nicaragua), asi como las cuencas 
Barbilla y Reventaza de la vertiente atlântica de Costa Rica.
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El Clado VIII incluyô a A. fasciatus de los afiuentes del Pacifico de 
Nicaragua y A. nasutus de la Cuenca del Lago Managua (figura 4).
El Clado IX incluyô a A. fasciatus de un ârea muy restringida que 
comprende las cuencas de Ciruelas y del Tempisque en la vertiente del 
Pacifico de Costa Rica ("Ciruelas-Tempisque", Figura 4).
Centroamérica baja
En la regiôn de Centroamérica Baja se observaron cuatro grandes 
grupos (grupos lll-VI) que se caracterizan por interva los de distribuciôn mâs 
restringidos en relaciôn a los grupos I y II. El Grupo III comprende las 
poblaciones de A. fasciatus de las cuencas Ciruelas y Chires en la vertiente del 
Pacifico de Costa Rica (figuras 1 y 2). Dos haplotipos muy divergentes (DKsiuf = 
2,5%) (que corresponden a los Grupos II y III) se encontraron en simpatria en 
la cuenca Ciruelas (figuras 1 y 2).
El Grupo IV incluyô una poblaciôn ùnica y bien diferenciada de A. 
orthodus de la cuenca del Sixaola en la vertiente atlântica de Costa Rica. El 
Grupo V incluyô a las poblaciones de A. fasciatus del Pacifico, desde la 
cuenca de Puntarenas (Costa Rica) hasta la cuenca del Lagarto, en la frontera 
Panamâ-Costa Rica. El Grupo VI incluyô a A. fasciatus de la regiôn de 
Chagres, en la vertiente atlântica de Panamâ.
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3.4. DISCUSIÔN Y CONCLUSIONES
3.4.1 Sistemàtica de los géneros Astyanax y Bramocharax
Nuestro anâlisis no soporta la monofilia de Bramocharax, que ha sido 
propuesto anteriormente con base en anâlisis morfolôgicos [47-49]. Por otra 
parte, muestras de Bramocharax estuvieron présentes en dos de los siete 
clados principales de Astyanax, con bajos niveles de diferenciaciôn genética 
cuando ambos morfotipos fueron encontrados en simpatria (por ejemplo, en el 
lago de Catemaco, donde se encontraron haplotipos compartidos entre los 
individuos de ambos géneros). La diferenciaciôn era reducida igualmente a 
partes iguales entre las poblaciones alopâtricas de Bramocharax y Astyanax.
El género Astyanax ha sido considerado como monofilético para 
Mesoamérica [38], pero polifilético en América del Sur, sobre la base de los 
anâlisis moleculares [31]. Nuestros resultados apoyan la monofilia de Astyanax 
en Mesoamérica sôlo si se tiene en cuenta a las especies de Bramocharax 
como morfotipos de Astyanax y dentro del intervalo de su plasticidad 
fenotipica. Esta hipôtesis es apoyada por la baja divergencia genética entre las 
muestras de Bramocharax y Astyanax, y la evidencia de la evoluciôn 
récurrente del morfotipo Bramocharax dentro de Astyanax (Figura 1). Este 
morfotipo se asocia con especializaciones trôficas en hâbitats lacustres, lo que 
sugiere que es el resultado de convergencias morfolôgicas a condiciones 
ecolôgicas similares; patrones similares se han demostrado en otros peces de 
agua dulce [38, 39, 43, 47, 74]. Si la hipôtesis de "convergencias récurrentes" 
se considéra correcta, entonces la taxonomia de Bramocharax necesita ser
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revisada y los mecanismos evolutivos que dan lugar a estas homoplasias 
morfolôgicas necesitan de una investigaciôn posterior. Nuestros anâlisis 
cuestionan la utilidad de los caractères trôficos para la taxonomia (por ejemplo, 
la forma de los dientes o la modificaciôn de la mandibula), como ya se ha 
observado por Rosen [49] al respecto de los estados morfolôgicos intermedios 
entre Astyanax fasciatus y Bramocharax bailey.
Otras incidencias de convergencias morfolôgicas se encontraron en 
morfotipos troglobiticos de Astyanax jordani (que ha sido senalado por autores 
anteriores [38, 39, 75]), proporcionando evidencia adicional de adaptaciones 
independientes a los hâbitats troglobiticos (en por lo menos dos momentos 
diferentes. Figura 6).
La presencia de convergencias morfolôgicas récurrentes en Astyanax 
[75, 76] hace que la delimitaciôn de las especies y géneros sea dificil. Asi, la 
falta de congruencia entre las relaciones filogenéticas descubiertas en este 
estudio y las anteriores clasificaciones taxonômicas de Astyanax y 
Bramocharax de Mesoamérica no es sorprendente [36, 38, 77]. Ademâs, 
nuestros resultados no son coherentes con la idea de que Astyanax 
(incluyendo las muestras de México y Alto Centroamérica) es una especie 
ùnica (es decir, A. fasciatus), como se ha propuesto anteriormente [38].
Aunque no se considéré como un objetivo principal de este estudio, si 
se propone una nomenclatura taxonômica provisional de las poblaciones de 
Astyanax de Mesoamérica [ver Apéndice 1]. La nomenclatura propuesta se
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basa en grupos monofiléticos bien definidos, altas divergencias genéticas con 
Cytb (mâs de 2% K81uf), y en congruencia con la distribuciôn geogrâfica. Para 
asignar los nombres de las especies se han priorizado las descripciones de 
especies anteriores y el diagnôstico con los rasgos morfolôgicos. En los casos 
en que los linajes monofiléticos no pudieron ser asignados a una especie 
vâlida, se asignaron a su propio grupo monofilético como Astyanax sp.
3.4.2 Reloj molecular y tiempos de divergencia
Los anâlisis realizados por el método de verosimilitud penalizada en r8s 
a partir de secuencias de Cytb se calibraron usando los siguientes eventos: 1 ) 
el levantamiento Mérida -  Perijâ, airededor de 8 -12 Ma, 2) la presencia de 
fôsiles de Colossoma macropomum en la cuenca de Magdalena (de por lo 
menos 15 millones de anos) y 3) la formaciôn del ENTM airededor de 3-6 Ma 
(Figura 6) [71]. El anâlisis mostrô una tasa promedio de divergencia del 0.8% 
por millôn de ahos con el modelo de evoluciôn K81 uf {Figura 6). Si bien esto es 
similar a las tasas de divergencia reportadas para otros peces [Cichlidae (0.7%) 
[23], Cobitidae (0.68%) [78] (Tabla 4) y ligeramente inferior a la de los peces 
ciprinidos (1.05%) [39], es mucho mener que tasas anteriores de reloj 
molecular (usando fragmentes del mismo gen) propuestos para Astyanax 
(divergencias de 1.5% K2P) [38]. De forma parcial, esta diferencia en la tasa de 
divergencia estimada es la causa de la discrepancia entre nuestro estudio y las 
anteriores interpretaciones biogeogrâficas e histôricas de Astyanax (Tabla 5) 
[38].
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3.4.3 Implicaciones biogeogrâficas
En este estudio se ha encontrado un patron filogeogrâfico de 
estructuraclôn norte a sur. Los grupos filogenéticos principales en su mayoria 
no se solaparon, con la excepciôn de los grupos I y II, que se superponîan en 
la parte superior de la cuenca del Polochic, y los grupos II y III, que se 
superponîan en la cuenca Ciruelas de Costa Rica. Este patron norte-sur es 
similar a lo reportado para otros peces de agua dulce [12, 13, 23]. La 
observaciôn de los linajes en simpatria de Astyanax se puede explicar en 
termines de solapamiento de nicho y recambio de linajes, similar al propuesto 
en los modèles biogeogrâficos de otros carâcidos en Mesoamérica [15].
La falta de estructuraclôn filogenética de Astyanax en Centroamérica 
central (incluse con el subconjunto de dates de 3.8 Kbp) puede explicarse por 
una colonizaciôn mâs reciente acompahada de una radiaciôn râpida airededor 
de 6.9 Ma (Tabla 5); este patron ha sido observado en otros peces de agua 
dulce de la regiôn [12, 13, 15, 23, 81].
3.4.4 Hipôtesis de la dispersion en el origen de! género Astyanax en 
Mesoamérica
La evidencia presentada en este trabajo es congruente con la hipôtesis 
generalizada de un origen sudamericano para Astyanax y otros carâcidos de 
América Central [15, 31, 34]. Esto es apoyado por la observaciôn de que los 
linajes provenientes de Centroamérica baja estaban mâs estrechamente
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relacionados con muestras de América del Sur provenientes de Brasil y 
Argentina. Teniendo en cuenta la tasa de calibraciôn basada en la divergencia 
del Cytb en grupos de peces (1.09% / mi distancias HKY) [23, 39, 78] y la tasa 
media del 0.8%/Ma, observada aquî del anâlisis de dataciôn en r8s (Figura 6 y 
Tabla 5), los niveles de divergencia de las poblaciones del Sur y Centro 
América implican para Astyanax un perlodo de colonizaciôn o expansiôn a 
Mesoamérica desde América del Sur de airededor de 7.8-8.1 Ma, antes de la 
elevaciôn final del Istmo de Panamâ ~ 3.3 Ma [7, 21, 82]. La inclusiôn de mâs 
muestras de Astyanax a ambos lados de la Sierra del Perijâ y los Andes de 
Mérida en estudios posteriores, podria mejorar este escenario de dataciôn.
La colonizaciôn de Mesoamérica antes del cierre del estrecho de 
Panamâ en el Cenozoico tardio, no es congruente con los datos geolôgicos, ni 
con otros estudios de otros géneros de carâcidos {Brycon, Bryconamericus, 
Eretmobiycon y Cyphocharax) [15], incluyendo un trabajo previo de Astyanax 
[38], los cuales proponen que el cierre del estrecho ~ 3,3 Ma représenté la 
primera oportunidad para la colonizaciôn de Centroamérica desde América del 
Sur.
Una colonizaciôn anterior de Mesoamérica se ha propuesto para otros 
peces de agua dulce (Tabla 4) [12, 13, 17, 23]. Por ejemplo, eventos antiguos 
de colonizaciôn han sido propuestos para la familia Poeciliidae (modelo 
Cretâcico - Rosen [24]) [80] y las familias Cichlidae, Rivulidae y Synbranchidae 
(Mioceno -  GAARIandia, modelo propuesto por Iturralde-Vinent y MacPhee [7]) 
[12, 13, 17, 23]. Sin embargo y en contraste con Astyanax, estas familias
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también se encuentran en las islas del Caribe, y dado que son peces 
secundarios, podria haber cruzado a través de un paso poco profundo entre 
América del Sur y Centroamérica durante el Mioceno [13, 21, 23].
Tiempos de divergencia similares a los encontrados en este estudio han 
sido reportados en otros estudios moleculares de la fauna p ri maria de agua 
dulce [12, 17]. Por ejemplo, el modelo de Bermingham y Martin [17], que con 
base en la filogeografia comparada de très géneros [Roeboides (Characidae), 
Pimelodella (Pimelodidae) e Hypopomus (Hypopomidae)], propone una 
colonizaciôn de Mesoamérica entre 4 y 7 Ma, antes del cierre definitive del 
Istmo de Panamâ (-  3.3 Ma). Por otra parte, Rhamdia parece haber colonizado 
Mesoamérica en dos episodios diferentes, uno de elles antes del cierre del 
Istmo de Panamâ (6.5 a 5.6 Ma, grupo R. laticauda) [12]. Estas estimaciones 
estân de acuerdo con este estudio, y coinciden las hechas para otra fauna de 
peces de agua dulce primaries y secundarios [12, 23, 78], asi como con los 
tiempos de divergencia de grupos de invertebrados (9 Ma en 
pseudoescorpiones) [27] y fôsiles foraminiferos bentônicos (8 Ma) [83].
En este estudio se ha encontrado evidencia de un patrôn biogeogrâfico 
ùnico que incluye la existencia de multiples oleadas de expansiôn del grupo I 
(Clados II al V) de Astyanax en la parte superior de la falla Polochic-Motagua 
(regiôn de México y Chiapas). Estos clados tienen una distribuciôn limitada 
pero superpuesta en la del Clado I, y en general ocupan ambiantes ecolôgicos 
relativamente astables (manantiales o lagos), que pueden ser menos afectados 
por modificaciones climâticas. Procesos como el solapamiento de nicho y el
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intercambio de linajes podrîan explicar este patrôn, excepte en los hâbitats 
astables en los que dos linajes se encuentran en simpatria (linajes la del Clado 
I y Clado II en la regiôn de la Huasteca, y en las cuencas del Mezquital y 
Nazas-Aguanaval).
3.4.5 Principales eventos vicariantes en las poblaciones de Astyanax de 
Mesoamérica
Los eventos de vicarianza del género Astyanax en Mesoamérica se 
dieron durante el Plioceno/Mioceno (4-8 Ma), y se produjeron antes los de 
Centroamérica baja (Panamâ y Costa Rica, principalmente) que en el resto de 
Mesoamérica.
Un patrôn de distribuciôn geogrâfica restringida en Centroamérica baja 
(Grupos IV-VI) es coherente con una pronunciada fragmentaciôn geogrâfica, a 
consecuencia de movimientos tectônicos [7, 21], que finalmente llevaron al 
cierre del Estrecho de Panamâ ~ 3.3 Ma. Bermingham y Martin [17] han 
propuesto una fragmentaciôn multiple de la distribuciôn durante el Mioceno en 
los patrones de la diversidad de otros taxa de fauna primaria de agua dulce. 
Con los datos de este estudio, fue posible identificar cinco eventos vicariantes 
en Centroamérica baja (Figura 6). Éstos estân relacionados con cambios en 
los niveles eustâticos del mar (5-8 Ma) [26] y a la formaciôn de barreras 
biogeogrâficas interoceânicas [83] durante el Mioceno medio o tardio (hace 8 
Ma).
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En la porclôn norte de Centroamérica, la actividad volcânica principal fue 
producida por el Eje Neovolcànico Transversal Mexicano (ENTM). Esta region 
se vio afectada por perlodos de intensa actividad geolôgica desde hace 3 a 12 
Ma, aunque alguna actividad volcânica se sigue produciendo hoy en dia [71, 
72, 84]. La estructuraciôn geogrâfica, que es évidente en el Clado I de 
Astyanax, indica que el ENTM constituyô una barrera geogrâfica eficaz durante 
su desarrollo en el Mioceno tardio 4-6 Ma (Figura 6 ). Estas fechas son 
congruentes con la geologla de la regiôn y estudios anteriores con varios 
grupos de vertebrados [1, 5, 10, 85-87].
3.4.6 Otros patrones biogeogrâficos
Otros patrones biogeogrâficos se obtuvieron para las zonas bajas y 
centro de Centroamérica, mismos que no pueden ser explicados por las 
barreras geolôgicas, pero éstas concuerdan con las principales regiones 
biogeogrâficas propuestas para otros peces de agua dulce [15, 23, 8 8 ].
En este sentido nuestros resultados son en términos générales 
coïncidentes con la regionalizaciôn para la ictiofauna Nevada a cabo por 
Bussing [14] en Mesoamérica con algunos cambios en los limites de algunas 
de ellas. Es asi que nuestro Modelo es compatible con su propuesta de la 
Regiôn del Istmo, pero con un patrôn de fragmentaciôn similar al reportado 
para otros peces de agua dulce primaries [12, 15, 17]. Ademâs, en este estudio 
se ha encontrado evidencia de algunos clados de Astyanax provenientes de 
Belice y Guatemala (Clados VII y VIII en la Figura 4) incluidos en el grupo de
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Centroamérica (Grupo II), y no con la peninsula de Yucatan [14], un patrôn 
compartido con ciclidos Mesoamericanos [23].
Los linajes de Chiapas y Nicaragua (linaje Id en la Figura 4) no llegan a 
la Costa del Pacifico de Costa Rica, sino que tienen su limite sur en El 
Salvador. Siendo asi mismo la distribuciôn de los linajes de la Regiôn de San 
Juan diferente de la propuesta por Bussing [14], abarcando desde la cuenca 
del Barbilla (Costa Rica) hasta Belice, en la vertiente Atlântica, y en la vertiente 
Pacifica de la Cuenca del Rio Grande a la cuenca de Ciruelas en el Goifo de 
Nicoya (Costa Rica). Este patrôn ha sido encontrado previamente por otros 
autores [23, 8 8 ].
Por ultimo, fueron inferidos tiempos de la separaciôn entre los Grupos I y 
Il de entre 6  y 7.8 Ma (Tabla 5). Estos Grupos coinciden geogrâficamente con 
la falla Polochic-Motagua [6 ], considerada como una regiôn de transiciôn para 
otros grupos de peces de agua dulce [13, 23]. Ademâs, se observô la presencia 
de dos linajes bien diferenciados de Astyanax en simpatria en la cuenca del 
Polochic (Clade IV en el Grupo I y Clado V en el Grupo II), una observaciôn que 
no ha sido reportada para otros carâcidos [15]. Este patrôn puede explicarse en 
términos de captura de rios, de forma que el tributario del rio Cahabôn pudo 
haberse desviado hacia el rio Polochic, a consecuencia de la actividad 
tectônica (relacionada con la Sierra de Chiapas [89]), separando asi el rio 
Cahabôn del Grijalva-Usumacinta (IV Clado en el Grupo I). Este fenômeno ha 
sido propuesto antes para el género Rhamdia [12].
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4. CAPITULO
Divergencia Adaptativa y Evoluciôn en 
Paralelo en el género Astyanax Baird & 
Girard (1854) del Lago Catemaco (México)
'7os genes mutan, los individuos son seleccionados y
las especles evoluclonan”
D. Hull 1975
Are the species Species Really Individuals?
'‘...Karl Marx sena/6 que todos los sucesos historicos 
ocurren dos veces, en primer lugar como una tragedia,
la segunda vez como una farsa...” 
Cita en el Pulgar del Panda
J. Gould 1980

Divergencia Adaptativa y evoluciôn en paralelo
4.1. INTRODUCClÔN
Un objetivo importante en la biologla evolutiva es entender cômo los 
diferentes taxones responden a presiones similares de selecciôn. Es asî que 
mientras algunos casos se pueden observer diferentes respuestas évolutives 
bajo similares entornos selectivos [1, 2], en otros taxa se puede observer la 
evoluciôn de un mismo fenotipo (como la forma del cuerpo) en poblaciones 
independientes como consecuencia de selecciôn naturel [3, 4],
Por otra parte, la divergencia observada en un rasgo esta influenciada 
por dos tipos de selecciôn, naturel y sexuel, lo que sugiere un posible papel de 
los dos tipos de selecciôn en la especiaciôn [2]. Estes ejemplos revelan el 
importante papel de la selecciôn naturel como moduladora de la evoluciôn de 
caractères, y sugieren que los patrones repetidos del cambio evolutive en 
paralelo pueden contribuir a la diversificaciôn en escales mâs elevadas [1, 4],
Teniendo en cuenta este, la plasticidad fenotîpica, definida como los 
diferentes fenotipos producidos por un mismo genotipo en respuesta a diverses 
condiciones ambientales, podria amortiguar los efectos de la selecciôn naturel, 
lo que contribuye de dos mèneras fondamentales en la evoluciôn: el origen de 
nuevos caractères complejos y el origen de nuevas especies [4], Por otra parte, 
la plasticidad en un rasgo podria promover la selecciôn de rasgos vinculados o 
correlacionados [5].
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Evidencia teôrica y empirica sugiere que individuos, poblaciones o 
especies ecolôgicamente idénticos no podrlan cohabiter en una comunidad 
durante largos periodos de tiempo porque es probable que la competencia por 
recursos limitados conduzca a la extinciôn de uno o varies de los miembros de 
la comunidad. La coexistencia de especies en una comunidad es permitida por 
lo tanto, gracias a las diferencias en el use de los recursos y el habitat [6, 7]. 
Hay varies ejemplos en distintos grupos de peces en que se ha demostrado 
que la competencia puede promover cambios morfolôgicos (desplazamiento de 
caractères), configurando la divergencia evolutiva de estes grupos [8-13]. La 
competencia también puede generar patrones de evoluciôn en paralelo si las 
dos especies que compiten cohabitan en multiples regiones geogrâficas [1, 14].
En termines générales los peces pueden presenter una morfologia muy 
plâstica, pero es importante resaltar que son ciertos caractères los que suelen 
presenter una mayor plasticidad que otros, siendo los siguientes los mâs 
citados en la divergencia temprana entre especies: tamaho corporel, la forma 
del cuerpo, la forma de la cabeza, la posiciôn de las aletas, caractères trôficos 
y reproductives [2, 3, 6, 9, 15-17]. En dichos cambios es esperable observer 
interrelaciones entre la morfologia, el habitat, la fisiologla y comportamiento de 
forrajeo, en un contexte ecolôgico y evolutive [18, 19]. Por lo tanto se puede 
esperar que la forma del cuerpo de los peces sea de especial importancia 
ecolôgica y evolutiva [19]. El ancho de la boca limita el tamano maxime de las 
presas. El éxito en la captura en aguas abiertas también pueden ser promovido 
por la flexibilidad del cuerpo, en este sentido una forma corporal alargada y 
aletas relativamente extendidas suelen presentarse en formas limnéticas [20,
Divergencia Adaptativa y evoluciôn en paralelo
21]. Por ejemplo se ha reportado que la forma de la cabeza se correlaciona con 
el tipo de presas, asi como con la técnica de captura en los pércidos [6]. Otro 
ejemplo son las diferencias en la morfologia dental en los ciclidos, las cuales 
han sido relacionadas con diferencias en la dieta y el comportamiento [8]. Es 
as! que la explotaciôn de nuevos recursos, junto con las diferencias en la 
morfologia pueden dar evidencia de la radiaciôn adaptativa [22], y morfotipos 
ecolôgicos especificos en la utilizaciôn de ciertos recursos son indicadores de 
selecciôn disruptive la cual puede promover la especiaciôn [23]. Por lo tanto, 
bajo ciertos escenarios, existe una relaciôn positiva entre la coexistencia de 
parientes cercanos y la tasa de cambio en los caractères morfolôgicos 
ecolôgicamente relevantes [6].
La radiaciôn adaptativa suele ser acompanada por divergencies 
interespecificas significatives en los tipos de recurso explotados y en los rasgos 
morfolôgicos y fisiolôgicos para aprovechar taies recursos, pudiendo entonces 
generar un gran numéro de nuevas especies y diversidad ecolôgica a través de 
multiples episodios de especiaciôn ecolôgica [4, 24].
La radiaciôn adaptativa podria ser el resultado de très procesos: 1 ) la 
selecciôn natural divergente, por la que cada tipo de recurso condiciona a una 
especie a presiones de selecciôn diferentes y favorece distintas combinaciones 
de rasgos para la alimentaciôn, 2) la evoluciôn de aislamiento reproductive 
entre las poblaciones que explotan diferentes recursos, 3) el desplazamiento 
ecolôgico de caractères, que se refiere a la competencia entre fenotipos
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similares por recursos que conduce a la divergencia adaptativa, proceso 
impulsado en ambientes con limitaciôn de recursos [22, 25, 26].
El desplazamiento de caractères es la influencia de una especie en la 
evoluciôn del uso de los recursos de otras especies como consecuencia de la 
competencia por los mismos [9], causando que especies simpâtricas puedan 
divergir en los rasgos asociados con el uso de los recursos o la adquisiciôn de 
pareja. Generalmente, este mecanismo es considerado como un mecanismo 
para explicar por que las especies difieren (y por lo tanto coexisten), por lo que 
se ha postulado que juega un papel clave en la formaciôn de nuevas especies
[27]. Hay algunos criterios que se deben observer para determiner si existe 
desplazamiento de caractères: que la variaciôn existante tanto entre 
poblaciones como dentro de las mismas debe tener bases genéticas, que las 
diferencias deben reflejar cambios evolutivos, y que los morfotipos estén 
ligados al uso diferencial de los recursos [9].
Como ha sido observado, los efectos eco-fenotipicos o la evoluciôn 
adaptativa llevan una forma corporal similar de poblaciones sintôpicas en 
funciôn de la existencia en un entorno similar [19]. En peces, el limite de 
velocidad y resistencia de nado estan di recta mente relacionados con 
actividades como la captura de alimente, el escape de los depredadores y la 
reproducciôn. Por lo tanto, estes caractères estàn sometidos a presiones de 
selecciôn fuerte y pueden ser claves en la eficacia evolutiva de las especies
[28]. Sin embargo, los efectos que pueden tener las diferencias en tamaho de
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las aletas y/o las formas corporales sobre las capacidades de nataciôn en las 
especies son poco conocidos [17].
La sehal filogenética en algûn aspecto del fenotipo puede definirse 
como el grado en que el parentesco filogenético entre taxa se asocia con su 
similitud fenotîpica [25]. En otras palabras, una sehal filogenética fuerte existe 
si taxa estrechamente relacionados fenotipicamente son mâs similares que los 
taxa que estân filogenéticamente mâs remotos. Las sehales filogenéticas se 
pueden buscar en todos los aspectos del fenotipo, incluyendo los rasgos con 
significado ecolôgico y fisiolôgico [29].
En el Lago Catemaco, centro-este de México, se habla descrito una 
especie nueva carâcido, Bramocharax caballeroi Contreras Balderas y Rivera- 
Teillery, 1985, que difiere de su especie simpâtrica, Astyanax aeneus (Günther, 
1860), en especializaciones trôficas. Mâs recientemente, a través de la 
reconstrucciôn de las relaciones filogenéticas del género Astyanax [30], se 
observé que el género Bramocharax no se récupéré como monofilético, sino 
que corresponde a una evoluciôn en paralelo de estos ecotipos en diferentes 
episodios en la historia evolutiva del género Astyanax, evidenciando la alta 
plasticidad fenotîpica del género. Ademâs, en este estudio se encontrô 
evidencia de que este fenômeno podria haberse llevado a cabo mâs de una 
vez en el Lago de Catemaco, donde dos linajes independientes de 
Bramocharax fueron registrados. Como se mencionô anteriormente, los 
ecotipos, descritos como Bramocharax sp., se basaron en las especializaciones 
trôficas como la forma de los dientes, la longitud del hocico y la forma y el
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tamaho del cuerpo. En este sentido se puede argumenter la existencia de 
regimenes divergentes selectivos que se basaban en el uso de los recursos, lo 
que llevaba a una reparticiôn de recursos y trajo consigo morfologlas trôficas 
similares de forma independiente y en varias ocasiones en la historia evolutiva 
del grupo. Sin embargo, en este estudio previo [30] no se hace una 
comparaciôn entre los dos ecotipos simpâtricos en el lago. Por lo tanto, el 
présente estudio podria proporcionar una evidencia de diferenciaciôn fenotîpica 
asociada a un polimorfismo trôfico que ademâs puede tener consecuencias 
funcionales, como se ha registrado en otros grupos de peces modèle [11], y 
que de manera similar a otros grupos de teleôsteos, podria définir su evoluciôn 
[8, 12, 19].
En el présente estudio se evaluarân las diferentes hipôtesis que pueden 
estar presentândose en el sistema de carâcidos présente en el Lago de 
Catemaco, 1) Por un lado evaluaremos el papel de la divergencia adaptativa en 
el sistema Astyanax Vs Bramocharax, comparando la correspondencia entre la 
diferenciaciôn morfolôgica y molecular, 2) adicionalmente esperariamos 
observar la evoluciôn en paralelo de morfotipos de linajes independientes, si 
estuvieran sometidos a fuertes presiones de selecciôn, 3) asi mismo evaluar 
estadisticamente si las diferencias morfolôgicas presentan bases genéticas, 
probando la existencia de sehal filogenética en los datos morfométricos 
analizados, basado en el mapeo de datos morfométricos en una filogenia 
conocida (prueba descrita por Klingenberg y Gidaszewski [29]. Como se ha 
propuesto, sehales filogenéticas claras son esperables cuando los rasgos se 
modifican bajo una evoluciôn divergente, y las sehales filogenéticas son
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diluidas por procesos de homoplasia [29]; 4) y finalmente, es posible inferir la 
historia demogrâfica de los morfotipos de carâcidos del lago Catemaco, 
utilizando métodos de genética de poblaciones y de coalescencia para sugerir 
un escenario evolutive coherente con la variabilidad observada.
L _ .
Divergencia Adaptativa y evoluciôn en paralelo
4.2. MÉTODOS
4.2.1 Muestreo y determinaciôn taxonômica
Un total de 305 muestras fueron colectadas por medio del uso de 
atarraya en 12 localidades del Lago de Catemaco (Figura 1), en la region de 
Los Tuxtias, una selva Réserva de la Biosfera (Sureste México). El muestreo 
incluyô a la localidad de Cuetzalapan, que corresponde a la desembocadura de 
un rlo que fluye hacia el lago. Ademâs, se incluyô como “grupo externo” una 
poblaciôn geogrâficamente aislada y perteneciente a un linaje genético 
profundamente divergente (> 5% K81uf,de divergencia mitocondrial [30]), que 
corresponde a la cuenca de Mâquinas, dentro de la misrna Réserva de la 
Biosfera de Los Tuxtias.
•  Localidades 
CZHLagos 
Rios
Goifo de Mexico
13
Lagi^a de Sorrtecomapan
,1/  Lago Catemaco /
■ 27 ^ -----12
. r  " • ? A.
A
Figura 1. Mapa de las localidades muestreadas en el Lago Catemaco. 1) Isla 
Changos, 2) Isla Agatepec, 3) Finca, 4) Maxacapan, 5) Victoria, 6) Pozolapan, 
7) Catemaco, 8) Ecuniapan, 9) Mimiagua, 10) Margarita, 11) Cuetzalapan y 12) 
Oxochapan, 13) Maquinas.
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La determinaciôn taxonômica de los carâcidos del Lago de Catemaco se 
llevô a cabo con los siguientes caractères diagnôsticos de Bramocharax 
caballeroi y que le diferencian de los ecotipos Astyanax aeneus: a) fôrmula 
dental, que en Bramocharax consistiô en 3 o 4 dientes unicûspide, o al menos 
una proyecciôn de la cûspide central de los dientes de la linea premaxilar 
externa, los cuales son tri o pentacuspidados, b) la linea interna con de 2 a 6 
dientes multicuspidados; c) hueso dentario con de 3 a 6 dientes unicùspidados 
o bien, la cûspide central proyectada y el reste correspondiendo con dientes 
multicuspidados; d) maxilar con de 3 a 11 dientes multicuspidados.
4.2.2 Morfometria geométrica
Fueron capturadas imâgenes de los individuos por una câmara de fotos 
digital, en las cuales se incluyô una escala en la misma orientaciôn. Los 
individuos con deformaciones claras debido a la conservaciôn fueron retirados 
de los anâlisis. Diecinueve landmarks homôlogos y cinco pseudo-landmarks 
fueron digitalizados en coordenadas X e Y (“Ims”) con ayuda del programa 
TpsDig 1.4 [31]. Los landmarks y pseudo-landmarks fueron medidos en cada 
muestra como se i lustra en la Figura 2. Los datos de la forma corporal se 
obtuvieron mediante varies procedimientos; Anâlisis Procrustes Generalizado 
(GPA) [32], plaças de cambio morfolôgico “thin plate splines” [33], y anâlisis de 
componentes principales {principal component analysis -PCA-) de los residues 
Procrustes [34].
El GPA utiliza el método iterative de trasiaciôn, rotaciôn y escalamiento 
al tamaho de la unidad centroide (“centroid size”) [32, 35] hasta que se reduce
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al minimo la “distancia Procustes” (d) provenlente de los landmarks homôlogos 
entre la media y cada ejemplar. La distancia de Procrustes se define como la 
raiz cuadrada de la suma de las distancias al cuadrado entre dos o mâs 
configuraciones de landmarks registradas por Procustes [33].
Después del procedimiento de escala, se obtiene un factor de escala, 
el tamano del centroide (“centroid size”, CS), que es la raiz cuadrada de la 
sumatoria de las distancias entre el centroide (centre de gravedad del objeto) y 
cada landmark [33]. En ausencia de alometria, el CS es la ùnica medida de 
talla que no se correlaciona con la forma [33, 36].
Los datos de la forma fueron obtenidos por medio de un AGP de las 
coordenadas de procrustes para formar un espacio de anâlisis [37-39] y usando 
“thin-plate splines" [33] para obtener deformaciones parciales {“parcial warps”) 
y valores de componentes uniformes [40].
Figura 2. Posiciôn de los 19 landmarks y de los cinco pseudo-landmarks 
utilizados en el présente estudio. Todos los landmarks fueron digitalizados 
desde la vista lateral izquierda de los ejemplares (descripciôn compléta de cada 
landmark y pseudo-landmarks en la tabla 1).
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Tabla 1. Descripciôn de landmarks (LMS) y pseudo-landmarks.
No.
Landmark Descripciôn Elemento Tipo
1 punta anterior de la maxila Crâneo L_2
2 medida anterior de la ôrbita Créneo L_2
3 extensiôn posterior de la ôrbita Crâneo L_2
4 centre del orbital
proyecciôn perpendicular de Landmark 4 en la
Crâneo L_1
5 vista dorsal
proyecciôn perpendicular de Landmark 4 en la
Crâneo P
6 vista ventral
proyecciôn perpendicular de Landmark 2 en la
Crâneo P
7 vista dorsal
proyecciôn perpendicular de Landmark 3 en la
Crâneo P
8 vista dorsal
proyecciôn perpendicular de Landmark 3 en la
Crâneo P
9 vista ventral Crâneo P
10 medida posterior de supra occipital Crâneo L_1
11 medida posterioventral del opérculo Crâneo L_1
12 medida del opérculo Crâneo L_2
13 margen inferior del preopérculo Crâneo L_2
14 inserciôn dorsal de la aleta pectoral Cuerpo L_1
15 inserciôn anterior de la aleta dorsal Cuerpo L_1
16 inserciôn posterior de la aleta dorsal Cuerpo L_1
17 inserciôn anterior de la aleta pélvica Cuerpo L_1
18 inserciôn anterior de la aleta anal Cuerpo L_1
19 inserciôn anteriodorsal de la aleta adiposa Cuerpo L_1
20 inserciôn posterior de la aleta anal 
uniôn dorsal de la aleta caudal y pedùnculo
Cuerpo L_1
21 caudal Cuerpo L_1
22 medida posterior del pedùnculo caudal 
uniôn ventral de la aleta caudal y pedùnculo
Cuerpo L_1
23 caudal
proyecciôn perpendicular de landmark 2 en la
Cuerpo L_1
24 vista ventral Crâneo P
L= Landmarks, P= Pseudo-landmarks, los numéros corresponden a los tipos de 
landmarks propuestos por Bookstein (1981): 1 ) yuxtaposiciôn de tejidos, 2) 
mâximos de la curvatura.
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4.2.3. Anâlisis estadisticos de Morfometria geométrica
Las diferencias por la variaciôn de la forma y por grupo fueron 
evaluadas por varios métodos. La hipôtesis de la existencia de diferencias en la 
forma media entre morfo-especies se abordô mediante una prueba de 
permutaciôn MANOVA (n = 999) y se llevô a cabo utilizando el programa 
Morpheus [41]. Las pruebas de permutaciôn son preferibles a la estadistica 
paramétrica debido a que no se requiere una distribuciôn normal, el tamano de 
la muestra puede ser diferente, y porque pueden ser combinados landmarks 
con diferentes grades de libertad (de tipo 1 a tipo 3) [33, 36].
Las diferencias en el tamaho del centroide se determinaron mediante 
un anâlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones post hoc. La variaciôn 
alométrica se analizô por medio de un anâlisis de la forma en el espacio {“form 
space analyses") [38, 39], que utiliza registre de Procustes, pero vuelve a 
introducir el logaritmo natural de CS (In CS) en la matriz de datos (que ahora 
comprende tanto la forma de coordenadas como el In CS) antes de 
implementar el PCA [38]. El logaritmo natural de CS por lo general tiene la 
mayor variaciôn en cualquier columna de esta matriz, y el primer componente 
principal (PCA) de la distribuciôn tamaho-forma (= forma) se encuentra a 
menudo estrechamente alineado con el tamaho. En esta situaciôn, este método 
es muy adecuado para comparar trayectorias a escala [37-39] y un grâfico 
bidimensional de los PCA es util para ilustrar la similitud o la disimilitud de las 
trayectorias alométricas. Este anâlisis se realizô con el programa 
M0RPH0L0GIKA2, versiôn 2.5 [42].
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Para evaluar el conjunto total de variaciôn en la forma corporal entre 
grupos, se utilizô el anâlisis de variantes canônicas (CVA, al comparar varies 
grupos). Estes anâlisis de ordenaciôn se usan comûnmente para capturar la 
variaciôn multidimensional que es inherente a las formas corporales [35, 43]. 
Estes anâlisis multivariados reducen la cantidad de variaciôn dentro de les 
grupos y expresan la variaciôn entre les grupos en n dimensiones, donde n es 
el numéro de grupos menos une. Se utilizaron grâficos multidimensionales para 
describir el morfo-espacio (es decir, el espacio abstracto en el que cada punto 
représenta un individuo en particular) y para distinguir entre les grupos 
simultâneamente. Ademâs, fue realizado un RCA de la forma del espacio de las 
configuraciones de la forma media y los resultados fueron proyectados en los 
très primeros ejes de RCA. Ror otra parte, en morfometria geométrica, el RCA, 
llamado anâlisis de la deformaciôn relativa cuando se aplica a coordenadas 
Rrocustes [33], se ha convertido en la herramienta estândar para el anâlisis de 
ontogenia y filogenia [39].
4.2.4 Extracciôn de ADN y secuenciaciôn
El ADN genômico fue aislado utilizando métodos estândar de digestiôn 
con proteinasa K y extracciôn con fenol / cloroformo [44] y fue almacenado a 4 
° G. Fueron amplificadas muestras de ADN de 305 individuos que representan 
a todas las poblaciones (Figura 1 ) para dos fragmentos superpuestos del gen 
citocromo b {Cytb, en total 1 140 pb) a través de la reacciôn en cadena de 
polimerasa (ROR). Los cebadores utilizados para el Cytb fueron Glu-F 5 
'GAAGAACCACCGTTGTTATTCAA y Thr-R 5’ACCTCCRATCTYC GGATTACA 
[45]. El perfil térmico de amplificaciôn se llevô a cabo de la siguiente manera;
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95 ° C (5 min.), 35 ciclos de 94 ° C (45 sec.), 48 ° C (1 min.), 72 ° C (90 sec ), y 
72 ° C (5 min.). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en reacciones de 
10|iL con 0,4 pM de cada cebador, 0,2 pM de cada dNTP, 2 mM de MgCb, 1.5 
U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen) y 10qg del ADN molde. Los productos 
de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1% para confirmar la 
amplificaciôn y purificados con el kit EXOSAPIT-PCR Product Clean-up (Usb). 
Ambos sentidos del Cytb fueron secuenciados y analizados en un secuenciador 
de ADN automâtico ABI 3730XL DNA Analyzer (servicio de secuenciaciôn 
SECUGEN).
4.2.5 Anâlisis molecuiar y su correlaciôn con la morfologia
Secuenciaciôn mitocondrial
Los estadisticos de genética de poblaciones, taies como el numéro de 
sitios polimôrficos S, la diversidad de haplotipos Hd [46], la diversidad 
nucleotidica n [46] y el numéro medio de diferencias de nucleôtidos por pares k 
[47] se calcularon utilizando el programa DnaSP 5.0 [48]. Se estimô una red de 
haplotipos con el algoritmo “Median-Joining Network”, generada usando el 
programa NETWORK v4.5.1.6 [49].
Flujo genético y estructura de la poblaciôn
Se examinô el flujo de genes entre la combinaciôn linajes + morfotipos 
por medio de la estimaciôn de los valores de Ost por pares y aplicando 1000x 
permutaciones para probar la significaciôn tal como se aplica en el programa
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Alerquin 3. 3.5.1.2 [50]. La estructura de la poblaciôn se determinô mediante un 
anâlisis de varianza molecular (AMOVA), realizado segûn lo descrito por 
Excoffier [51]. Dos hipôtesis fueron puestas a prueba, en la primera se evaluô 
la diferenciaciôn jerârquica basada en morfotipos y en la segunda la 
diferenciaciôn basada en linajes mitocondriales obtenida en la inferencia 
filogenética (figura 3). Todos los anâlisis se llevaron a cabo con el programa 
ARLEQUIN 3. 3.5.1.2 [50].
E n t r e  M o r f o t i p o s / " " L i n a j  e  I X
L  Asnwictx ) Fsc
^  L i J i ^ e  2 ^ ^ L i n a g e  2 X
V  AsUauay J \Braiiiocliaray )
# ■ •
Entre Linajes mtDNA X l i n a j  e 2 X
( Asnrma:K ) l  Ashrniay J
Fsc
^  L iiia je  1 ^ L iiia je  2 ^
\^ w iio c l ia r a ^ \^ a m o c h a ra y
Figura 3. Esquema de las dos hipôtesis probadas en el anâlisis molecular 
jerârquico (AMOVA jerârquica).
Correlaciôn entre datas morfoiôgicos y  moleculares
La presencia de senal filogenética fue evaluada mediante la proyecciôn 
de una topologia obtenida previamente Ornelas-Garcla et al. (2008) (figure 4),
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en un morfo-espacio multivariado, utilizando MorphoJ v1.02b [52]. Se 
reconstruyeron las topologîas de los morfotipos Astyanax y Bramocharax 
(figura 4), modificando la longitud de las ramas en Mesquite 2.72 [53], teniendo 
en cuenta las nuevas secuencias de Cytb obtenidas en el présente estudio. Las 
longitudes de las ramas se calcularon a partir de las divergencias de ML de las 
secuencias consenso para cada morfotipo y cada linaje. La idea bâsica de la 
proyecciôn de filogenias en morfoespacios de dos dimensiones se remonta por 
lo menos a Bookstein et al. (1985). Rohif demostrô formalmente que las 
variables de morfometria geométrica pueden ser ajustados a una filogenia 
usando el cambio en parsimonia al cuadrado. Con la forma como un solo 
carâcter, las formas enteras son estados de caràcter.
•ar
L2
Figura 4. Hipôtesis filogenética basada en Ornelas-Garcia et al. (2008), 
topologia enraizada (a) y topologia sin enraizar (b).
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La hipôtesis nula es la ausencia total de senal filogenética, lo que 
corresponde a un intercambio al azar de los valores morfométricos entre las 
puntas de los ârboles filogenéticos. Dado que las longitudes de los ârboles sin 
enraizar pueden cambiar, tienden a ser mas largas que las longitudes de los 
ârboles enraizados obtenidos para los mismos datos, por lo que se utilizaron 
dos diferentes hipôtesis filogenéticas (Figura 4). Los algoritmos para el câlculo 
de la longitud del ârbol por medio del cambio en parsimonia al cuadrado 
normalmente utilizan ârboles enraizados; dado que las longitudes de los 
ârboles con y sin raices pueden varier se han utilizado ambas topologies en la 
prueba (Figura 4).
Una senal filogenética fuerte significa que las formas de especies 
estrechamente relacionadas tienden a ser mâs similares entre si que las 
formas de las especies mâs alejadas, o que especies estrechamente 
relacionadas ocupan la misma porciôn del espacio morfométrico, mientras que 
las especies mâs alejadas deberian localizarse en lugares diferentes y 
posiblemente distantes entre si.
Adicionalmente, una correlaciôn entre las distancias morfolôgicas y 
genéticas se calculô mediante una prueba de Mantel (1,000 permutaciones) 
[54]. Todos los anâlisis se llevaron a cabo con el programa ARLEQUIN 3.5.1.2 
[50].
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4.2.6 Demografia Histôrica
Las secuencias fueron agrupadas en nueve grupos diferentes (todas 
las secuencias, por morfotipos; Astyanax, Bramocharax, por linajes 
mitocondriales: Lineage 1, Lineage 2, y las combinaciones por linajes y 
morfotipos), de acuerdo con los diferentes escenarios propuestos 
anteriormente en el anâlisis jerârquico AMOVA (ver figura 3). Se utilizaron las 
dos pruebas mâs patentes para detectar desviaciones de la neutralidad debido 
a la expansion de la poblaciôn: las pruebas de neutralidad Fg de Fu [55] y R2 
[56] (aplicando 1000 pseudo-réplicas en DnaSP). La Fg de Fu es 
especialmente sensible a un exceso de haplotipos raros [55, 56], para lo cual 
toma valores bajos o negatives con el exceso de mutaciones ûnicas causadas 
por la expansiôn de la poblaciôn. R2 utiliza la informaciôn de la segregaciôn de 
los sitios y es mâs potente para un pequeho numéro de sitios en segregaciôn 
[56]. La neutralidad también se evaluô mediante la probabilidad de obtener 
valores de irregularidad de r mener a la observada, calculada mediante el 
algoritmo coalescente en DnaSP 5.0 [48] con 1,000 pseudoréplicas, con una 
semilla aleatoria y sin asumir recombinaciôn. Las pruebas de la neutralidad D 
de Tajima [57] y la de Fu y Li [58] también se utilizaron para evaluar los 
cambios en la historia demogrâfica.
La demografia histôrica de los grupos estudiados fue examinada 
usando anâlisis de “mismatch" en DnaSP 5.0 [48]. Estudios teôricos han 
demostrado que las poblaciones en el equilibrio demogrâfico prolongado
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muestran una distribuciôn de mismatch caôtica (distribuciôn multimodal), 
mientras que las poblaciones que han experimentado cuellos de botella o 
expansiones muestran un perfil unimodal (distribuciôn de Poisson) [59, 60]. La 
distribuciôn de mismatch se calculô para los seis grupos antes mencionados. El 
tiempo desde la expansiôn se estimô para las cuatro combinaciones de linaje + 
morfotipo. Los valores iniciales para el L1 del morfotipo Astyanax fueron 0o = 
0.891; 01 = 1000, y t = 1,584 y para el L2 del morfotipo Astyanax fueron 0o = 
0.719; 01 = 1000 y t = 2,657, para el L1 del morfotipo Bramocharax tueron: 0o = 
0.872, 01 = 1000 y T = 1,223, por ultimo para L2 del morfotipo Bramocharax 
fueron: 0o = 1.287, 0i = 1000 y t = 2,572. Para obtener el tiempo aproximado 
que corresponde con un posible evento de expansiôn se utilizô el criterio de 
expansiôn t = 2ut obtenido en el anâlisis, donde u es la tasa de mutaciôn por 
nucleôtido y ano, y f es el tiempo en generaciones desde la expansiôn. El 
parâmetro t es una estimaciôn del tiempo después de la expansiôn (t) en 
unidades de mutaciôn. Por lo tanto, es posible calculer la edad en que la 
expansiôn se produjo con la expresiôn t = 2ut, por lo que si despejamos t = t/2 u 
(modificado de Harpending et al. (1993)).
Los patrones de la demografia histôrica también se pueden deducir de las 
estimaciones del tamaho efectivo de la poblaciôn en el tiempo con el anâlisis 
de Bayesian Skyline Plot (BSP) [61] tal como se aplica en el programa BEAST
1.5.4 [62] para la estimaciôn de las fluctuaciones en el tamaho efectivo de la 
poblaciôn. Este método calcula una distribuciôn posterior de tamaho efectivo de 
la poblaciôn en el tiempo a través de los procedimientos MCMC, yendo hacia 
atrâs hasta que el tiempo del ancestro comùn mâs reciente se alcanza. Se
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aplicaron 10 intervalos agrupados coalescentes (m), y los valores estimados a 
priori para el modelo filogenético. Se utilizô el modelo de heterogeneidad de la 
tasa a través de las ramas HKY + F, particionando por las posiciones de los 
codones, separando las terceras posiciones de las primeras y segundas, 
asumiendo un reloj molecular estricto, con una distribuciôn uniforme de la tasa 
de mutaciôn con un valor inicial de del 0.7% por Ma y con un intervalo de 0.4% 
a 1.2% [30, 63, 64]. Se llevaron a cabo Cadenas de Markov durante 6 x 10^ 
generaciones y se tomaron muestras cada 1000 generaciones, y el 10% de las 
muestras iniciales fueron descartadas como “burn-in".
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4.3 RESULTADOS
En términos generates, el morfotipo Astyanax fue el mâs abundante en 
el Lago de Catemaco, siendo capturados 207 individuos para este morfotipo y 
97 para el morfotipo Bramocharax. Ademâs, no fue posible probar una relaciôn 
entre los morfotipos y sus localidades en el Lago de Catemaco, mâs aûn no 
hubo diferencias en la distribuciôn espacial a lo largo del lago de Catemaco 
entre los dos linajes mitocondriales.
4.3.1 Anâlisis de morfologia geométrica
Los caractères merîsticos fueron utilizados para discriminar entre Astyanax 
y Bramocharax. Sin embargo, se detectaron algunos individuos con rasgos 
intermedios.
Diferencias de la forma entre los dos morfotipos
Las diferencias médias de la forma se compararon con MANOVAs: una 
comparaciôn de forma simultânea para todos los grupos (P <0,001), y el otro la 
realizaciôn de comparaciones por pares (Figura 5). Este anâlisis mostrô 
diferencias significativas en la forma entre los dos morfotipos, y también en las 
comparaciones con la poblaciôn Mâquinas incluidos en el anâlisis. Las 
diferencias entre los morfotipos Astyanax y Bramocharax fueron principalmente 
en la altura vertical del cuerpo (fusiforme el morfotipo Bramocharax, la figura 5), 
en el contorno de la cabeza y la orientaciôn del hocico. Por otra parte, existen
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diferencias en la configuraciôn espacial de los landmarks (LMS) 3, 12, 13 y 14 
entre los grupos relacionados con el tamaho de los ojos y el tamaho de la 
cabeza, donde en el morfotipos de Bramocharax los landmarks se estiran con 
respecto a los morfotipos Astyanax y Mâquinas. Ademâs, la profundidad de 
pedûnculo (LMS 19-21) fue mayor en los morfotipos Astyanax (Lago de 
Catemaco y de las poblaciones Mâquinas) que en los morfotipos Bramocharax, 
y la longitud de la aleta anal (LMS 18-20) fue mayor en estos ûltimos.
A-B (P<O j0 0 1 )
B A-C (1 X 0 .0 0 1 )
B-C (p<0.001)
C.CC^O
Figura 5. Comparaciones de la forma media representadas como cuadrîculas 
de transformaciôn. Todas las comparaciones entre los morfotipos fueron 
altamente significativas {P < 0.001).
Por otra parte, en el anâlisis canônico de los datos estandarizados, 
mostrô que no hubo diferencias significativas entre los dos linajes 
mitocondriales del morfotipo Astyanax (véase mâs adelante) del Lago de 
Catemaco (Tabla 2), donde se puede observer la superposiciôn entre los dos
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linajes en el grâfico (figura 6). Por otra parte, hubo una ligera diferenciaciôn 
entro los dos linajes de Bramocharax, sin embargo estas diferencias no fueron 
significativas (P> 0.05). En el anâlisis de CVA también fue posible observer 
diferencias claras entre los dos morfotipos, con poco solapamiento entre ellos.
Tabla 2. Distancias Procrustes entre los grupos
L  ^ Astyanax L1 Bramocharax L2_A sfyanax
L1 Bramocharax 0.0163
L2_Astyanax 0.0044 0.0161
L2 Bramocharax 0.0181 0.0112 0.017
Valores significatives estân en negritas y cursives
CM 1 0>
I.
■ l^ _Astyanax 
□  l2_Astyanax
A L^_Bramocharax 
A L2 Bramocharax
A A 
A
A ^
\
A A
A
s .
: :  ?  % :  ■  ■
^A
A  A  
\
A A
□ □
. 1
-1 0 1 
Canonical Variate 1
Figura 6. Grâfico con las dos primeras variables canônicas résultantes de las 
distancias Procrustes estandarizadas.
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Diferencias de tamano entre los morfotipos
La ANOVA de tamano entre los grupos mostrô diferencias 
significativas entre la combinaciôn linajes + morfologia (F = 3,192 31.766, P 
<0,00000). En la figura 6 se muestran los resultados de los anâlisis de 
varianza, donde el Linaje 2 del morfotipo Bramocharax mostrô los 
especimenes mâs grandes, que fueron significativamente diferentes del resto 
de Astyanax e incluse del Linaje 1 del Bramocharax (MS = 7.85, gl = 192, F = 
0.016 después de la correcciôn de Bonferroni). En todos los casos los 
morfotipos de Astyanax fueron los mâs pequenos con una talla media (Tamano 
del Centroide) de 9.71cm ± 0.35 para el linaje 1 y 9.72cm ± 0.40 (figura 7) para 
el Linaje 2, mientras que el morfotipo Bramocharax mostrô mayor talla con una 
media de 12.7 ± 0.37 para el linaje 1 y 14.62cm ± 0.51 para el Linaje 2.
(D
S
17
16
15
14
13
12
11
10
9
8
L2 BramocharaxL  ^ Astyanax L1 Bramocharax L2_Astyanax
Figura 7. ANOVA del tamano del Centroide (08). Los circulos indican los 
valores medios y las barras verticales corresponden al 95% de los intervalos de 
confianza.
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En la relaciôn alométrica, relacionando la forma del cuerpo Vs. Tamano 
del Centroide (CS), la regresiôn mostrô que los individuos incluidos en el Linaje 
2 (véase mâs arriba de los linajes mitocondriales) del morfotipo Bramocharax, 
fueron los que alcanzaron el mayor tamano en comparaciôn con los demâs 
grupos analizados, de forma similar a la ANOVA del CS. Ademâs, hubo un 
desplazamiento entre las trayectorias de crecimiento de los dos morfotipos, 
siendo la del morfotipo Bramocharax la que comenzô su crecimiento en tallas 
mâs grandes y se proyecto mâs allâ de los dos linajes de morfotipos Astyanax. 
La prueba estadistica corroborô estas diferencias entre las dos trayectorias de 
los dos morfotipos (véase Tabla 3, MANCOVA).
■  Ll_jAs(yanax 
□  L2_Astyanax 
▲ Ll_Sramocharax 
A L2 Bramocharax
r S "  ^  A A A A
■ A
2 2 2 4 2.6
Log Centro id  S ize
Figura 8. Regresiôn entre la forma del cuerpo (coordenadas de los valores 
Procrustes) Vs el logaritmo del tamano del Centroide en cuatro grupos.
Tabla 3. La MANCOVA Nevada a cabo para la comparaciôn entre morfotipos y tamano
Test Value F Effect Error P
Intercept Wilks 0.27266 9.33643 46 161 0.000000
Morphotypes Wilks 0.64518 1.92482 46 161 0.001527
CS Wilks 0.30161 8.10415 46 161 0.000000
Morphotypes*CS Wilks 0.61568 2.18477 46 161 0.000186
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4.3.2 Anâlisis moleculares y su correspondencia con la morfologia
Se obtuvieron un total de 304 secuencias del Cytb (1140 pb), de los 
cuales 136 haplotipos fueron ùnicos (GenBank numéro XXXX-XXXX). Se 
observé una diversidad mitocondrial relativamente alta {k y HD, Tabla 4), con 
un total de 149 sitios variables (66 sitios parsimoniosamente informativos) y con 
una media alta de diversidad nucleotidica (7t= 0.933 ± 0.010) para el conjunto 
de datos completo. Sin embargo, hubo una falta de correlaciôn entre la 
divergencia genética y la diferenciaciôn morfolôgica. En la red de haplotipos no 
fueron recuperados por separados los morfotipos, compartiendo haplotipos 
entre los dos morfotipos Astyanax y Bramocharax, sin embargo, dos linajes 
distintos fueron recuperados (Figura 9).
* •
Liiieage 2
•. ••
•  •
• Liiieage 1
Figura 9. Red de haplotipos del gen Cytb entre los morfotipos, Bramocharax 
(azul) y Astyanax (verde).
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El primer linaje (Linaje 1, figura 5) incluyô 186 individuos, con 75 
haplotipos diferentes y de los cuales121 correspond fan con ejemplares de 
Astyanax (60 haplotipos diferentes) y 65 con Bramocharax (24 haplotipos 
diferentes), mientras que en el segundo linaje, se incluyeron 118 individuos con 
61 diferentes haplotipos, de los cuales 86 ejemplares eran de Astyanax y 32 
Bramocharax. En términos generates el linaje 2 mostrô una mayor diversidad 
nucleotidica que el linaje 1 (L2 tt = 0.003±0.0002, y L1 ti =0.002 ±0.0001). Asî 
mismo présenté un mayor numéro promedio de sitios polimôrficos (L2 k = 3.49 
y L1 k=2.34) y una mayor diversidad genética (L2 Hd = 0.93 ± 0.018).
Tabla 4. Variaciôn genética del citocromo b en el sistema de caràcidos 
del Lago Catemaco; n= numéro de individuos analizados, h= numéro 
de haplotipos, S= numéro de sitios polimôrficos, Hd= diversidad 
genética, k -  media de las diferencias por pares de nucleôtidos, k= la 
diversidad de nucleôtidos.
Poblaciôn Cytb (ADNmt)
L1 n / h 186/75
n = 186 S 97
H, (SD) 0.849 (0.025)
k 2.34426
n(SD) 0.00206 (0.00015)
L2 n ! h 118/61
n = 118 S 70
Hd (SD) 0.932 (0.018)
k 3.49153
n(SD) 0.00306 (0.00020)
L^_Astyanax n / h 121/60
n = 121 S 75
Hd (SD) 0.879 (0.028)
k 2.47534
Ji(SD) 0.00217(0.00019)
L^_Bramocharax n / h 65/24
n = 65 S 41
Hd(SD) 0.785 (0.047)
k 2.09519
Ji(SD)
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L2_Astyanax n / h 86/48
n = 86 S 57
Hd (SD) 0.937 (0.020)
k 3.37592
n(SD) 0.00296 (0.00022)
L2 Bramocharax n / h 32/21
n = 32 S 34
Hd (SD) 0.921 (0.040)
k 3.85887
n(SD) 0.00338 (0.00042)
Astyanax n ! h 207/108
n = 207 S 118
Hd (SD) 0.948 (0.011)
k 7.05839
k (SD) 0.00619 (0.00018)
Bramocharax n / h 97/45
n = 97 S 76
Hd (SD) 0.896 (0.024)
k 6.62779
n(SD) 0.00581 (0.00039)
Todos n / h 304/136
n = 304 S 149
Hd (SD) 0.933 (0.010)
k 6.93751
n(SD) 0.00609 (0.00017)
Al comparar dentro de linajes entre los morfotipos, el linaje 2 del 
morfotipo Bramocharax fue el que présenté los valores mâs altos en el numéro 
promedio de sitios polimôrficos {k = 6,178), mâs del doble en comparaciôn con 
los dos morfotipos de Linaje 1. Del mismo modo la diversidad nucleotidica y la 
diversidad genética fueron mayores que para los otros grupos {k = 0.005 ± 
0.0004 y = 0.921 ±0.04).
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Flujo genético y  estructura poblacional
En el anâlisis de diferenciaciôn entre los morfotipos ( O s t ) ,  Astyanax Vs 
Bramocharax, no se obtuvieron valores significativos entre los pares de 
comparaciones (tabla 5) y se presentaron los menores valores de 
diferenciaciôn en las comparaciones entre morfotipos dentro de su Linaje, esto 
es, que presentaron una menor diferenciaciôn los Bramocharax del Linaje 1 
con respecto a los Astyanax del mismo linaje, que con los Bramocharax del 
Linaje 2. Por el contrario, los valores mâs altos y significativos de las Ost 
fueron cuando se comparé entre los linajes mitocondriales.
Tabla 5. Valores de Ost del sistema de caràcidos en el Lago Catemaco
L^_Astyanax L2_Astyanax L1 Bramocharax
L^_Astyanax
L2_Astyanax 0.75172
L1 Bramocharax 0.00107 0.75682 -
L2 Bramocharax 0.75896 -0.00973 0.76834
Los valores significativos (P<0.001) después de la correcciôn secuencial 
de Bonferroni estân en negritas
En el anâlisis jerârquico de varianza molecular (AMOVA) no se 
detectaron valores significativos entre las varianzas considerando los 
morfotipos {Astyanax Vs Bramocharax), sin embargo fue significative cuando 
comparâmes por linajes mitocondriales (Tabla 6). En el AMOVA considerando 
los morfotipos encontramos una diferenciaciôn significativa entre linajes dentro 
de morfotipos (por ejemplo, entre Lineage 1 y 2 de Astyanax y Lineage 1 y 2 de 
Bramocharax) y también dentro de morfotipos (40.51%, (bsT = 0.5949).
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En el AMOVA entre los linajes mitocondriales obtenidos la mayor parte 
de la variaciôn detectada se debiô a las diferencias entre los grupos (75.78%, 
OcT = 0.7578, P <0,0000), sin embargo y de manera similar con la AMOVA por 
morfotipos, no hubo diferencias significativas entre los morfotipos dentro de los 
linajes (por ejemplo, las diferencias no fueron significativas entre el Linaje 1 de 
Astyanax y Linaje 1 de Bramocharax) (tabla 6).
Tabla 6. Anâlisis molecular de la varianza (AMOVA) jerârquico, basado en las 
secuencias de de Cytb evaluando dos hipôtesis, 1) diferencias entre morfotipos
Grupos
Entre oruoos
% 0CT
Entre Poblaciones
% Ose
Dentro
Doblaciones
% Ost
Morfotipos
Astyanax (L1 X L2) 
Bramocharax (L1 X 
L2)
-66.52 0.6662 126.12 0.7569 40.51 0.5949
Linajes
mitocondriales
L1 (A X B )
L2 (A X B)
75.78 0.7578 -0.07 -0.00301 24.29 0.7570
L1= Linaje 1, L2= Linaje 2, A = Astyanax, B = Bramocharax. En negritas los 
valores significativos (P<0.001).
Correlaciôn entre la morfologia y  los datos moleculares
La reconstrucciôn del cambio evolutivo de la forma en la filogenia 
(Figura 10), mostrô una clara evidencia de que nuestros datos presentan altos 
niveles de homoplasia, donde se pudo observer de forma grâfica, la evoluciôn 
paralela de Bramocharax en los dos linajes mitocondriales de forma 
independiente, mientras que en el caso del morfotipo Astyanax ambos linajes 
présentes en el Lago Catemaco se han mantenido casi indiferenciados. La 
prueba utilizando permutaciones mostrô la ausencia de senal filogenética entre
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los dos linajes independientes que se han separado del morfotipo 
Bramocharax, el cual présenta una mayor especializaciôn para el Lago (forma 
limnética), y por tanto ambas topologîas, enraizada y sin enraizar, presentaron 
valores no significativos lo que rechaza la hipôtesis nula de senal filogenética 
en los datos morfoiôgicos para estimar la historia evolutiva (P> 0.05).
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Figura 10. Ârbol filogenético (enraizado) superpuesto en el grâfico del segundo 
y tercer componente del anâlisis de ordenamiento de las médias morfolôgicas.
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A pesar de que se observan diferencias entre los dos linajes del 
morfotipo de Bramocharax, estas diferencias pueden ser atribuidas a las 
divergencias en tamano anteriormente mencionadas, donde los individuos del 
morfotipo Bramocharax del linaje 2 presentaron mayores tamanos de cuerpo, 
aûn asi no se descarta que pueda haber también diferencias en la forma por lo 
que se podrian incluir un mayor numéro de ejemplares en estudios posteriores.
Cabe resaltar que aunque son un poco divergentes entre si, los dos 
linajes de Bramocharax divergieron hacia la misma region del morfo espacio, lo 
cual puede corresponder a un patron de evoluciôn en paralelo entre dos linajes 
independientes. A diferencia del patrôn observado en la forma de Astyanax, la 
cual pareciera mantenerse entre los dos linajes mitocondriales, lo que da 
evidencia de una diversificaciôn morfolôgica no simétrica entre los caràcidos en 
el lago.
En la prueba de Mantel hubo una correlaciôn negativa {r =- 0.020737, 
p> 0.05 gl 196) pero no significativa entre las divergencias genéticas (usando el 
modelo HKY+ r j  y morfolôgicas (distancias Procrustes).
4.3.3 Demografia histôrica
Todos los conjuntos de datos mostraron desviaciones de la neutralidad 
(tabla 7), sin embargo fueron observadas, tanto distribuciones unimodales 
como bimodales. En una distribuciôn unimodal corresponde a un proceso de 
expansiôn repentina o crecimiento en la poblaciôn estudiada [60 1603],
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mientras que una distribuciôn bimodal implica una divergencia espacial con una 
baja frecuencia de migraciôn entre las poblaciones derivadas [65 1927].
Tabla 7. Prueba estadistica de la 
neutralidad, y estimas de los parâmetros 
demogràficos del sistema de caràcidos del
D Fs R2
L1 2.680 121.641 0.011
L2 2.366 -77.260 0.022
L^_Astyanax 2.636 -90.375 0.014
L^_Bramocharax 2.495 -19.145 0.027
L2_Astyanax 2.306 -55.671 0.025
l2_Bramocharax 2.008 -13.393 0.045
Astyanax 2.039 125.465 0.028
Bramocharax 1.819 -24.741 0.039
Todos 2.179 -34.516 0.022
D= D de Tajima, Fs= Prueba estadistica de Fu Fs (1997), f ?2 = Prueba de 
Ramos-Onsins y Rozas (2002). En negrita valores de F < 0.001, y cursiva para 
valores de P < 0.05.
Se obtuvo una distribuciôn bimodal para el conjunto completo de datos 
(figura 11 A), asi como para los subconjuntos agrupando por morfotipos 
Astyanax y Bramocharax (figura 11C y E). Mientras que las distribuciones 
fueron unimodales cuando se considerô la distribuciôn independiente por linaje 
mitocondrial (figura 11B y D). Los grâficos bimodales podrian ser un artefacto 
de la agrupaciôn de los ejemplares correspondientes a diferentes grupos
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“naturales", es decir, incluir artificialmente en un grupo a dos poblaciones 
divergentes.
A
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Figura 11. Distribuciôn de mismatch basada en las secuencias obtenidas para 
el Cytb. A) Todos los ejemplares analizados en un sôlo grupo (n=305), B)
Linaje 1 (incluyendo los morfotipos Asfyanax y Bramocharax, n=186), C) Datos 
agrupados por el morfotipo Astyanax (incluyendo los dos linajes mitondriales 
de este morfotipo, n=207), D) Linaje 2 (incluyendo los morfotipos Astyanax and 
Bramocharax, n= 118), E) Datos agrupados por el morfotipo Bramocharax 
(incluyendo los dos linajes mitondriales de este morfotipo, n=97).
Se observaron distribuciones unimodales cuando se analizô de manera 
independiente los linajes en combinaciôn con el morfotipo (L1 Asfyanax, 
L2_Asfyanax, L1 Bramocharax y L2_Bramocharax) (figura 12), obteniendo 
incluso patrones similares para las estimas en los tiempos de expansiôn con el 
método de BSP. Se observaron dos diferentes expansiones, correspondientes 
a dos diferentes episodios temporales tanto para la estima con base en la tasa 
de mutaciôn para el Cytb propuesta por Harpending (1994) y Rogers y
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Harpending (1992) [59, 60], asî como con la aproximaclôn de bayes BSP [61], 
donde para los dos linajes mitocondriales estudiados los mâs recientes 
correspondieron al morfotipo Bramocharax.
En este sentido la expansiôn mâs reciente correspondiente al Linaje 1 
en el morfotipo Astyanax ocurriô hace 99,248 anos, mientras la estima con BSP 
para el mismo linaje mostrô una media de hace 242,900 ahos (95% intervalos 
de confianza (1C) 93,000 a 457,000 anos) (figura 12A). Mientras que para el 
mismo linaje del morfotipo Bramocharax ocurriô hace 76,629, mientras que la 
estima con el BSP fue aproximadamente 169,000 ahos atrâs (10 56,587 a 
345,800 ahos). Como se puede observer en los datos antes presentados, la 
expansiôn del linaje 1 de la forma Bramocharax es ligeramente mâs reciente 
que su grupo hermano de la forma Astyanax.
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Figura 12. Distribuciôn Mismatch basada en secuencias de! Cytb para cada 
une de los morfotipos y linajes y su correspondiente al anâlisis de Bayesian 
Skyline Plots (BSP). A) Linaje ^_Astyanax, B) Linaje ^_Bramocharax, C) Linaje 
2_Astyanaxy D) Linaje 2 Bramocharax.
La expansiôn mâs antigua mostrô un patrôn similar que la primera, 
donde el linaje 2 del morfotipo Bramocharax fue contemporâneo al linaje 2 de 
Astyanax. El Linaje 2 de Astyanax presentô una expansiôn hace 166,478 anos 
y para la estima con BSP la media fue de 301,700 anos atrâs (1C 98,000 a 
599,000). Mientras que la expansiôn del Linaje 2 de Bramocharax ocurriô hace 
161,152 anos y para el BSP, con una media de hace 326,000 ahos (10 107 400 
a 630 000 ahos).
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4.4. DISCUSIÔN Y CONCLUSIONES
4.4.1 Anâlisis de morfometria geomérica
La existencia de especies con morfoioglas extremes en caràcidos se 
puede explicar con base en adaptaciones ecolôgicas, en la que los morfotipos 
limnéticos y la modificaciôn en rasgos trôficos ha precedido cambios 
importantes en la evoluciôn morfolôgica del grupo [66]. En este estudio se 
postula que el sistema de caràcidos présente en el Lago Catemaco es 
coherente con este patrôn, sobre todo porque se ha observado diferencias 
morfolôgicas significativas entre los morfotipos présentes, y donde el morfotipo 
limnético (Bramocharax) ha evolucionado mâs de una vez en linajes 
mitocondriales independientes y las adaptaciones trôficas podrian estar 
asociadas a su divergencia morfolôgica.
La competencia por alimento entre los individuos fenotipicamente 
similares podria implicar el desplazamiento entre los caractères asociados 
entre formas limnéticas y bentônicas [9], donde la evoluciôn morfolôgica puede 
ser promovida por interacciones interespecificas [1], y la selecciôn natural 
divergente podria explicar las diferencias morfolôgicas como consecuencia de 
adaptaciones a los entornos ecolôgicos distintos [1, 26]. Este patrôn de 
divergencia adaptativa también ha sido reportado por otra fauna lacustre en 
peces de agua dulce, donde se pueden encontrar las formas limnética y 
bentônica [4, 12, 15, 19, 20, 67-70]. Teniendo en cuenta esto, es importante 
destacar que las caracteristicas trôficas se han caracterizado por ser muy
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plâsticas [8], y algunos autores han mostrado que la consideraciôn de estas 
caracteristicas trôficas en la taxonomia clâsica puede dar lugar a 
interpretaciones errôneas, como en este caso [11], hasta el punto de considerar 
distintos ecotipos como diferentes géneros [71].
El morfotipo limnético corresponde al morfotipo Bramocharax, con un 
cuerpo fusiforme, posiblemente adaptado a aguas abiertas consistante con las 
expectativas teôricas para los peces adaptados a una la alta velocidad de 
nataciôn mantenida [14, 18], y muestra ademàs los siguientes caractères 
diagnôsticos: dientes unicûspides, un hocico hacia arriba y proyectado y una 
joroba fuerte en la vista dorsal, que es muy abrupta justo después del fin de la 
cabeza, si bien se han reportado branquispinas mâs largas con respecto a 
otras especies de Bramocharax [71]. Mientras que Astyanax corresponde a un 
morfotipo mâs generalista, que présenta un cuerpo mâs profundo, hocico romo 
y dientes multicûspides en la maxila y el dentario. Por otra parte, se observé en 
un anâlisis preliminar del contenido estomacal, que el morfotipo Astyanax 
podria estar asociado al bentos debido a la mayor presencia de moluscos en su 
dieta, mientras que los ejemplares de Bramocharax mostraron una mayor 
frecuencia de ara has, lo que podria dar prueba de ser cazadores de superficie 
(los datos no se muestran). Por lo tanto, se ha asumido que todas estas 
diferencias en la morfologia podrian estar relacionadas con diferencias en la 
ecologla trôfica [12, 20, 72-74].
Se ha propuesto en otros modelos que los morfotipos limnéticos y 
bentônicos se correlacionan con el tamaho del cuerpo [26]. En este estudio se
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han observado diferencias significativas en el tamaho corporal, donde los 
morfotipos Bramocharax eran significativamente mâs grandes que morfotipos 
Astyanax (figura 6). En consecuencia, se propone que la competencia 
interespecifica podria explicar también las diferencias observadas en el 
tamaho, ya que las formas corporales altas y de tamaho pequeho podrian estar 
relacionadas con una mayor maniobrabilidad, el perfil del cuerpo recto y un 
mayor tamaho pueden incrementar la eficacia natatoria en ambientes pelâgicos 
[18, 73]. Por otra parte, estas diferencias en el uso del hâbitat podrian estar 
relacionadas con la alimentaciôn [4, 14, 68], asi como con la selecciôn sexual 
[4, 26].
Independientemente de las diferencias de tamaho entre los morfotipos, 
un proceso heterocrônico se podria sugerir para el morfotipo Bramocharax, 
definido como un cambio en el tiempo de apariciôn y en la tasa de desarrollo de 
los caractères présentes en relaciôn a su ancestro [75], Este estudio soporta lo 
anterior, principalmente porque la trayectoria de crecimiento del morfotipo 
Bramocharax estâ ligeramente desplazada en comparaciôn con el morfotipo 
Astyanax (figura 8). Por otra parte, al comparar las pendientes entre ellos (ver 
el anâlisis MANCOVA), se observaron diferencias significativas. Por lo tanto, y 
ademâs de que podria haber un fuerte componente de adaptaciôn ecolôgica en 
el sistema de carâcidos del Lago de Catemaco, en este estudio se observa 
evidencia que sugiere un mécanisme heterocrônico que estaria intimamente 
vinculado con los procesos évolutives en este caso de estudio, de manera 
similar a lo que se ha sugerido en otros carâcidos [66]. Posteriores estudios 
que describan las posibles diferencias entre series ontogenéticas de los dos
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morfotipos proporcionarlan una mejor comprensiôn del mécanisme de 
diversificaciôn del grupo.
4.4.2 Estructura genética mitocondrial y su correspondencia con la 
morfologia
La evidencia mitocondrial, muestra dos linajes diferentes, sin embargo, 
en contradicciôn con lo que se ha reportado para otros peces de agua dulce 
[16, 76, 77], no se observa correspondencia entre la forma del cuerpo y los 
haplotipos del gen Cytb.
Contrario a la diferenciacion morfolôgica observada, no se encontraron 
diferencias genéticas significativas entre los morfotipos, ni en las 
comparaciones de Ost ni en la AMOVA jerârquica. Sin embargo, diferencias 
significativas fueron observadas entre los dos linajes mitocondriales présentes 
en el lago y curiosamente hay diferencias también entre los ecotipos del mismo 
linaje, tanto Astyanax Linaje 1 Vs Linaje 2 como para Bramocharax Linaje 1 Vs 
Linaje 2. Por lo tanto, la falta de coincidencia entre la diferenciacion morfolôgica 
y su correspondencia con los datos mitocondriales, podria ser el resultado de 
un proceso de divergencia morfolôgica rapida [78, 79], o de un proceso de 
introgresiôn reciente de los morfotipos Bramocharax en el Lago Catemaco. 
Esta ultima hipôtesis es poco probable debido a que la poblaciôn mâs cercana 
del morfotipo Bramocharax se ha descrito para Guatemala (a mâs de 600 km 
en distancia lineal), y ademâs no conforman un grupo monofilético [30], por lo 
que se puede apoyar la hipôtesis de que Bramocharax caballeroi se haya
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originado en el lago como resultado de una adaptaciôn récurrente de dos 
episodios independientes de colonizaciôn en el lago (véase mâs abajo 
demografia histôrica).
En cuanto se refiere a la morfologia funcional, se ha supuesto que las 
estructuras similares o grupos de caractères son funcionalmente similares [80]. 
El morfotipo limnético (Bramocharax), ha evolucionado de forma independiente 
dos veces, sin embargo, ademâs de las similitudes morfolôgicas générales 
entre los dos linajes limnéticos, se encontraron diferencias significativas en el 
tamaho y, posiblemente, incluse en la forma (figura 6-8), donde el linaje 2 del 
morfotipo Bramocharax mostrô el mayor tamaho, no sôlo en comparaciôn con 
Astyanax, sino también con el Linaje 1 del mismo morfotipo. Este patrôn 
coordinado de tamaho y forma, en el que Bramocharax, independientemente 
de linaje, fue mâs grande que Astyanax y evolucionô repetidamente en un 
morfotipo limnético, este proceso puede ser el resultado tanto de una via 
comûn del desarrollo, experimentando una inercia filogenética [66, 77, 81, 82] 
asi como de la influencia de factores externes actuando de forma 
independiente [83]. Entre los factores externes se pueden sugerir la selecciôn 
natural, donde los morfotipos se asocian fuertemente con condiciones 
ecolôgicas locales en los entornos del lago [4, 72].
Por ultimo, se obtuvo una correlaciôn negativa entre las distancias 
morfolôgicas y las distancias de ML (r=  -0.02, P>0.05). Incluse, el mapeo de la 
filogenia en la morfologia no rechazô la hipôtesis nula de la prueba (P> 0.05), 
que establece la ausencia de sehal filogenética [29]. Por lo tanto nuestros datos
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apoyan altos niveles de homoplasia, donde la forma del cuerpo no se relaciona 
con la estimaciôn de la filogenia de este grupo correctamente [29]. Ademâs, si 
bien se observan linajes del morfotipo Astyanax que han permanecido casi sin 
cambios, se puede observer grâficamente la presencia de una evoluciôn 
paralela morfolôgica en linajes diferentes, que se puede suponer son resultado 
de adaptaciôn a nichos ecolôgicos similares [29, 84].
4.4.3 Historié demografica
En este estudio se han observado curvas unimodales de distribuciôn 
para la combinaciôn de linaje y morfotipo, siendo para todos los casos 
rechazada la hipôtesis nula de equilibrio [60], Sin embargo, si consideramos el 
conjunto de datos por morfotipos, se obtuvieron distribuciones bimodales, lo 
que sugiere una expansiôn espacial con baja migraciôn [65], este patrôn de 
flujo genético bajo dentro del morfotipo puede ser sugerida también a partir de 
las comparaciones por pares de Ost y los anâlisis AMOVA, sugiriendo un flujo 
genético limitado entre los linajes, pero no dentro de ellos. En este sentido, se 
necesitan mâs estudios para comprobar si existe flujo genético entre los 
morfotipos divergentes o si los morfotipos présentes en el lago corresponden a 
una respuesta plâstica.
Por otro lado, la expansiôn de ambos linajes es relative mente reciente, tanto 
para las estimaciones de la distribuciôn de Mismatch como para las de BSP, 
con un intervalo que va de hace 93 000 a 630 000 ahos, y para ambos casos, 
en el linaje 1 o 2, los dos morfotipos fueron casi contemporâneos, con
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intervalos de tiempo que en su mayoria se superponen, sin embargo, en el 
caso de las estimaciones de mismatch del morfotipo Bramocharax, este fue 
relativamente mas reciente con respecto a los morfotipos Astyanax, y fue 
similar en las estimaciones de BSP para el Linaje 1, pero no para el segundo, 
lo que sin embargo puede ser afectado por el menor numéro de secuencias, 
que tienen un efecto en la observaciôn de intervalos mâs amplios. Estos 
resultados no son coherentes con lo que se ha propuesto previamente para 
otros carâcidos, en los que se ha relacionado la edad del linaje con el grado de 
diferenciacion morfolôgica [82]. Dado que la mayoria de la actividad geolôgica 
en el Lago fue durante el Mioceno tardio y el Plioceno temprano (7-3 millones 
de ahos) [85], ninguno de los procesos de expansiôn podrian estar asociados 
a la actividad volcânica, sin embargo una hipôtesis factible séria la 
consideraciôn de dos invasiones récurrentes al lago y una posterior divergencia 
ecolôgica.
Conclusiones
El sistema de carâcidos del Lago de Catemaco mostrô fuertes divergencias 
morfolôgicas, en que la mayoria de las divergencias pudieron ser explicadas en 
termines de las modificaciones en la forma de la cabeza y del cuerpo. Estas 
diferencias morfolôgicas se asociaron a ecotipos diferentes, comùnmente 
asociados en otros peces de agua dulce como formas pelâgicas (Bramocharax) 
y generalistas (Astyanax), en ambos morfotipos, se observô una fuerte 
diferenciaciôn en los rasgos trôficos, como la forma de los dientes, la posiciôn 
de la boca y la longitud del hocico, que se ha mostrado en otros grupos, son
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caractères fuertemente seleccionados y asociados con adaptaciones trôficas. 
Por lo anterior se sugiere, que como se ha descrito en otros grupos, la 
divergencia morfolôgica actual puede estar asociada a la adaptaciôn a 
ambientes diferentes entre los dos ecotipos présentes en el lago [12, 86, 87].
Por otra parte, una prueba adicional de que la divergencia adaptativa 
puede corresponder al proceso evolutivo présente en el sistema de carâcidos 
del Lago, es que en nuestro sistema se ha dado de manera independiente en 
dos diferentes episodios temporales, mostrando un patrôn de evoluciôn en 
paralelo del morfotipo pelâgico. Esto ademâs, de la divergencia adaptativa, 
podria explicarse por constricciones filogenéticas (inercia filogenética), o la 
presencia de fuertes presiones de selecciôn. Estudios posteriores involucrando 
series de desarrollo podrian dar pruebas adicionales para describir mejor el 
proceso evolutivo del sistema.
No hay evidencia de que los elevados niveles de diferenciaciôn 
morfolôgica detectados tengan una base genética, ya que no se observa una 
congruencia entre los datos morfolôgicos y moleculares, lo que sugiere altos 
niveles de homoplasia, en los que la forma del cuerpo no se corresponde con la 
filogenia del grupo [29].
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5. CAPITULO III
<l,Puede ser Rastreada la Especiaclôn 
Ecolôgica a través de Marcadores 
Neutrales?
'Por supuesto, si nos encontramos por casualldad con 
una especie en el microsegundo geologlco de su 
orlgen, no seremos capaces de encontrar distinclones 
Claras. Pero nuestras poslbllldades de encontrar una 
especie en este estado son real mente muy escasas”
J. Gould 1980

Especiaciôn ecolôgica y los marcadores neutrales
5.1 INTRODUCClÔN
Las especies morfoiôgicamente mas diferenciadas dentro de los 
Characiformes, suelen relacionarse con adaptaciones ecolôgicas, siendo las 
diferencias trôficas las mâs déterminantes en la evoluciôn del grupo [1]. Como 
se ha descrito en el capitule anterior, esta asociaciôn entre morfologias 
diferenciadas y distintas preferencias ecolôgicas se puede identificar en 
nuestro sistema de carâcidos présentes en los del Lago Catemaco (Veracruz, 
México). En éste sistema las principales diferencias morfolôgicas observadas 
entre los dos morfotipos estân asociadas a caractères relacionados con 
especializaciones trôficas (como la formula dentaria y la forma del hocico, entre 
otras). Estos morfotipos fueron descritos originalmente como especies 
pertenecientes a diferentes géneros, Astyanax aeneus (Günther, 1860) y 
Bramocharax caballeroi Contreras-Balderas y Rivera-Teillery, 1985, pero como 
se ha visto en los capitulos previos de esta Tesis Doctoral, no presentan una 
correspondencia entre la diferenciaciôn molecular y la diferenciaciôn 
morfolôgica.
Por el contrario, se observô que habia dos diferentes linajes 
mitocondriales compartiendo haplotipos entre ambos morfotipos Astyanax Vs 
Bramocharax, mâs aûn, este ultimo morfotipo (Bramocharax) ha divergido de 
forma independiente en los dos linajes présentes en el lago, como una 
adaptaciôn a ambientes limnéticos. Las principales caracteristicas que definen 
a Bramocharax caballeroi son: una menor altura del cuerpo, un hocico mâs
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largo y orientado hacia arriba, asi como un mayor tamaho del cuerpo con 
respecto a Astyanax aeneus.
Al igual que en otros modelos, la radiaciôn adaptativa puede ser 
considerada como el primer paso de una diversificaciôn intralacustre, donde 
hay una influencia importante de la especializaciôn ecolôgica y la selecciôn 
sexual [2, 3 1654, 4]. Presentândose incluse, un aislamiento reproductive entre 
poblaciones que habitan diferentes ambientes (por ejemplo, limnéticos Vs 
bénticos), mientras que el aislamiento reproductive es menor entre poblaciones 
de ambientes similares, incluse en poblaciones alopatricas [5, 6].
En este sentido ia selecciôn natural estâ involucrada en a las fases 
iniciales de la especiaciôn, siendo en el caso de la especiaciôn ecolôgica, o 
poblaciones que explotan diferentes recursos, las que experimentan diferentes 
presiones de selecciôn en rasgos que, directe o indirectamente, dirigen el 
aislamiento reproductivo [5, 7-10].
La competencia por recursos entre poblaciones simpâtricas puede dar 
lugar a la divergencia fenotipica y promover el aislamiento reproductivo [7]. Por 
lo tanto, cuando poblaciones naturales han divergido fenotipicamente, y el 
proceso de la dériva genética puede ser descartado, la selecciôn divergente 
(“divergent selection”) es considerada como el agente causal mâs probable de 
dicha diferenciaciôn. Esta selecciôn divergente puede favorecer unos rasgos 
bajo ciertas condiciones en una poblaciôn, mientras que otros son favorecidos 
en otra. Dicha variaciôn en la direcciôn de la selecciôn en cada poblaciôn
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interactûa con la bases genéticas de estos rasgos de manera compleja en la 
generaciôn de la divergencia fenotipica [11].
Asi mismo, en la especiaciôn ecolôgica se produce una selecciôn 
negativa de los hibridos, los cuales presentan fenotipos intermedios mostrando 
una menor adaptaciôn que los extremos mas especializados, habiendo un 
apareamiento preferencial entre los individuos de cada tipo [8, 12, 13].
Considerando lo anterior se puede evaluar la especiaciôn ecolôgica con 
base en las siguientes premises:
1 ) El flujo genético debe ser menor que la dispersiôn
2) Mayores diferencias ambientales deben dar lugar a un menor flujo 
genético.
3) Mientras mayores sean las diferencias adaptatives, menor flujo genético. 
Las poblaciones que muestran mayores diferencias fenotîpicas en 
presuntos rasgos adaptativos son las que muestran mayor divergencia 
genética, por consiguiente menor flujo genético [12].
Por otra parte, la plasticidad fenotipica entendida como la capacidad de 
un sôlo genotipo para producir diferentes fenotipos en respuesta a diversas 
condiciones ambientales, es un proceso fundamental en el origen de las 
especies [14, 15]. Asi, diferencias entre las poblaciones que originalmente 
surgen a través de la plasticidad fenotipica, eventualmente pueden llegar a ser 
fijadas genéticamente, acumulando diferencias genéticas entre poblaciones 
que, a su vez, pueden promover el aislamiento reproductivo [14]. Dando como
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resultado una radiaciôn adaptativa donde la diferenciaciôn fenotipica es el 
resultado de una fuerte selecciôn natural [4].
Por lo tanto si los individuos son capaces de adaptarse 
fenotipicamente, por plasticidad, mediante una respuesta inducida por el 
ambiente, es posible que no se limite el flujo genético entre los fenotipos 
generados limitando asi la divergencia adaptativa, dando lugar a poca o 
ninguna divergencia genética [12, 15].
Los intentos por distinguir entre los componentes genéticos y 
ambientales de la divergencia de los caractères en las poblaciones naturales 
muestran que la divergencia en la mayoria de los caractères tiene tanto un 
componente genético como ambiental, donde la selecciôn divergente promueve 
la interrupciôn del flujo genético entre los ambientes seleccionados [15].
Estudios recientes han documentado que la divergencia adaptativa 
puede ocurrir en presencia de flujo genético. Por lo tanto, la plasticidad 
fenotipica y la variaciôn genética pueden considerarse como dos formas de 
adaptarse a las condiciones locales del ambiente [15]. Es asi como la 
diferenciaciôn ecolôgica puede ocurrir mucho mâs râpido de lo que puede ser 
detected a a través de la evoluciôn de marcadores moleculares neutrales, es 
por esto que la ausencia de diferenciaciôn genética con estos marcadores 
entre ecotipos no réfuta la especiaciôn ecolôgica [10].
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Mas aûn, como se describiô previamente, la presencia de patrones 
fenotipicos similares que han evolucionado de forma paralela, como ocurre en 
nuestro sistema de estudio en el Lago Catemaco, sugiere que dichos patrones 
de diferenciaciôn pueden ser explicados por causas ecolôgicas [6, 14, 16].
En el présente estudio hemos considerado el uso de 12 microsatélites 
para evaluar el flujo genético entre los diferentes morfotipos descritos 
previamente en el Lago Catemaco. En este sentido evaluaremos si nuestro 
sistema corresponde con un proceso de divergencia adaptativa, con la 
interrupciôn del flujo genético entre los grupos morfoiôgicamente divergentes, 
como ha sido observado para otros modelos de peces intralacustres [2], 
mientras en caso contrario, el proceso puede ser atribuible tanto a la plasticidad 
fenotipica intrapoblacional, como a un fenômeno incipiente de diferenciaciôn 
donde las presiones de selecciôn no son lo suficientemente fuertes [14], lo cual 
para ambos casos mencionados anteriormente no séria posible detectar la 
interrupciôn del flujo genético entre los morfotipos, con los marcadores 
neutrales [17].
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5.2 MÉTODOS
5.2.1 Colecta de material y su determinaclôn taxonômica
Un total de 305 ejemplares fueron colectados con redes tipo ata r ray a, 
en 12 localidades del Lago Catemaco (Figura 1) y en la parte alta del rio 
Cuetzalapan, afiuente del lago. El lago de Catemaco se localize en la Réserva 
de la Biosfera de los Tuxtias (Veracruz, México) y forma parte del extreme 
meridional del Eje Neovolcânico Transversal, una zona de alta actividad 
volcanica desde finales del Mioceno hasta la actualidad [18].
Ademâs, se incluyô como grupo externe una poblaciôn del género 
Astyanax situada fuera del sistema lacustre de Catemaco. Esta poblaciôn se 
encuentra en la cuenca del rio Mâquinas, también localizado dentro de la 
Réserva de la Biosfera de los Tuxtias y que vierte sus aguas directamente al 
Atlântico. Se utilizô este grupo como grupo de referenda, ya que en el primer 
capitule de esta tesis se observô que esta poblaciôn presentaba una alta 
divergencia para el citocromo b (Cytb), con respecto a las poblaciones del Lago 
Catemaco (> 5% K81uf, [19]).
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•  Localidades 
I I Lagos 
Rios 13
Go/fo de Mexico
Lagàna de Sontecomapan
Lago Catemaco
Figura 1. Mapa de localidades en el Lago Catemaco. 1) Isla Changes, 2) Isla 
Agatepec, 3) Finca, 4) Maxacapan, 5) Victoria, 6) Pozolapan, 7) Catemaco, 8) 
Escuniapan, 9) Mimiagua, 10) Margarita, 11) Cuetzalapan, 12) Oxochapan, y 
13) Maquinas.
La determinaclôn taxonômica de los carâcidos del Lago de Catemaco se 
llevô a cabo atendiendo a diferentes caractères morfolôgicos. La especie 
Bramocharax caballeroi se diferencia de Astyanax aeneus por presenter: de 3 a 
4 dientes unicûspides en la fila externa de la premaxila, o al menos con una 
Clara proyecciôn de la apôfisis central en dientes tri o penta cuspidados, b) de 2 
a 6 dientes multicuspidados en la fila interna de la premaxila; c) dentario con 3 
a 6 dientes unicûspides o con la apôfisis central proyectada d) de 3 a 11 
dientes multicûspides maxilares.
Especiaciôn ecolôgica y los marcadores neutrales
5.2.2 Extracciôn de ADN y Secuenciaciôn
El ADN genômico fue obtenido mediante el protocole estândar de 
proteinasa K fenol/cloroformo [20] y fue almacenado a 4 °C. En total fueron 
analizados 305 individuos, representando a todas las poblaciones colectadas 
(Figura 1, Tabla 1). Se amplificaron doce microsatélites aislados previamente 
para Astyanax mexicanus [21, 22]. Las amplificaciones fueron llevadas a cabo 
como sigue: 95 °C (15 min.), 35 ciclos a 94 °C (30 sec.), 60 °C (30 sec.), 72°C 
(30 sec ), y 72 °C (7 min ). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs 
por sus siglas en inglés Polymerase chain reactions) se llevaron a cabo en un 
volumen final de 5 pL utilizando el kit Type-it Microsatellite PCR (Qiagen) y 
usando lOr^g de ADN. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de 
agarosa al 1.0% para confirmar la amplificaciôn. Los fragmentos marcados con 
fluorescencia fueron analizados en un secuenciador automâtico ABI 3730XL 
DNA Analyzer, utilizando Rox 500 como estândar de tamaho, los genotipos 
fueron revisados en GENEMAPPER 3.7 (Applied Biosystems).
Tabla 1. Descripciôn de los 12 microsatélites utilizados.
Microsatélites Tamano Repeticiôn Secuencia Marcaje
215D 102 16(TG) ATTACGTGCTCCTTTGTGGGTCTTATCAGCATTACTGCGCC HEX
235D 128 6(GT) AGTGTTGGCAAACGTGGGGTTGTCACAGCAACCACCC FAM
21113 233 14(CA)
TACAAGGGGCAATTAGAGCC
ACCTGGGTACAAACATGCG HEX
6A 256 30(TG) GCATCTGTAAACTCCAGAAGCGCACCCAAACCTAATGATGCC FAM
30C 321 11 (TG) TCTCTCGCACACTGAACCCGGATTCTTAACGACTTTCCGC HEX
NYU13.F 386 14(CT)
16C.F 148 15(TG)
NYU14.F 155 11 (G A)
NYU29.F 249 lO(GT)
207F.F 253 14(TG)
229B.F 368 16(CA)
142C.F 393 13(CA)
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GGAGAGTCAGCTGGAATTTGA
AGATGCGCGCAGAGAGATAC
CTGATGATTGTAAGATGCTGCC
GGCTCCATCTAAACTACGGC
AACCTGTCTCACAAGAGCCC
CTGTCAGACCAGACACTGGG
GTGGGGAAGTGAGAGAGTGC
CGGTTTGTCACAGACATGGT
AATGTGGAGAAAAGAGAGGGC
GTCTTTCATTCAATGGCCG
AGCCTCTCACCTCACAATCC
CCGCCTCCAAACTTACAAAC
AATTGAGGGTATGTCCCCG
ATCTCGGATGGTTTGAGGG
FAM
FAM
HEX
FAM
HEX
HEX
FAM
5.2.3 Variaciôn genética, equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de 
ligamiento
Todos los anâlisis se llevaron a cabo agrupando a los individuos en cuatro 
categorlas, siendo asignados a una combinaciôn entre los linajes 
mitocondriales descritos anteriormente (Figura 2) y los morfotipos 
{L^_Astyanax, L^_Bramocharax, L2_Astyanax y L2_Bramocharax). La calidad 
del genotipado para cada loci fue verificado en MCRO-CHECKER v2.23 [23], 
con 5 000 asignaciones al azar con un intervalo de confianza del 95%. El locus 
142C mostrô senales de presenter alelos nulos para todas las pruebas llevadas 
a cabo, mientras que para el resto de los loci no hubo senales de alelos nulos 
para todas las poblaciones.
La caracterizaciôn de la diversidad genética para cada locus en los 
cuatro grupos antes mencionados se llevô a cabo con ESTAT 2.9.3 [24]. La 
prueba exacte para detectar desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg 
(HWE) [25], as! como la de desequilibrio de ligamiento fueron llevadas a cabo 
con el programa GENEPOP 4.0.1 [26], tanto por locus para cada poblaciôn
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como para todos los loci por poblaciôn. La correcciôn secuencial de Bonferroni 
se utilizô para las pruebas antes descritas [27].
■ ,
•• ’ .
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Figura 2. Red de haplotipos para el gen Cytb entre los morfotipos de carâcidos 
en el Lago Catemaco. Bramocharax (azul) y Astyanax (verde).
5.2.4 Probando la reducclôn de! flujo genético entre morfotipos
Para probar la posibilidad de la importancia de la contribuciôn de 
mutaciones paso a paso (SMM) a la diferenciaciôn en los loci utilizados, se 
llevô a cabo el procedimiento de asignaciôn al azar del tamano de los alelos 
[28]. La prueba fue Nevada a cabo entre poblaciones para determinar el 
estadistico adecuado para caracterizar la diferenciaciôn entre muestras, ya que 
un resultado global significativo sustentarla la utilizaciôn de R s t  en lugar de las 
medidas tradicionales de Fsr- La significaciôn fue evaluada con 10 000 pasos 
de asignaciôn al azar. Con base en estos resultados, se determinô que las F s t  
eran mâs adecuadas que las R s t ,  ya que la mutaciôn no mostraba un efecto
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significativo sobre el cambio en el tamano de los alelos, sustentando que la 
variaciôn estaba mâs relacionada con eventos de dériva hacia cada poblaciôn 
[28, 29].
Dado que las medidas tradicionales de diferenciaciôn y evaluaciôn del 
flujo genético entre poblaciones como F s t  y G s t  han sido consideradas como 
no adecuadas en casos de bajos niveles de diferenciaciôn [30-34], las estimas 
de diferenciaciôn fueron bêchas considerando las D e s t  [34], usando el 
programa SMOGD 1.2.5 [35]. La significaciôn en estas medidas no debe ser 
tomada como tal, y mâs bien las tendencias en los resultados a través de las 
poblaciones son consideradas para evaluar la diferenciaciôn de forma no 
desviada por los valores minimos en el total de las muestras, lo cual es 
generalmente mâs informative. Los valores de F s t  fueron también estimados 
con fines de comparaciôn, mediante las estimas basadas en la identidad de los 
alelos por pares [36], usando el programa Arlequin versiôn 3.1 [37].
Agrupaciôn genética y  estructura jeràrquica de la poblaciôn
La significaciôn de la variaciôn molecular fue agrupada en diferentes 
niveles usando un Anâlisis Molecular de la Varianza (AMOVA) [38], donde se 
probaron dos hipôtesis de estructuraciôn genética (figura 3), en la primera 
hipôtesis se probo la diferenciaciôn entre morfotipos {Astyanax Vs 
Bramocharax) y en la segunda hipôtesis se probo la diferenciaciôn entre los 
dos linajes mitocondriales obtenidos para el lago (Linaje 1 Vs Linaje 2; figura 2 
y 3). Todos los anâlisis fueron llevados a cabo con el programa ARLEQUIN 3.
3.5.1.2 [39].
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Ademâs, se llevô a cabo una correlaciôn entre las distancias derivadas del 
ADN mitocondrial, determinado por <Dst y las distancias genéticas obtenidas 
para los 12 microsatélites analizados, determinadas por la D e s t ,  utilizando una 
prueba de Mantel (1 000 permutaciones) [40 456] la cual se llevô a cabo con 
ARLEQUIN 3.5. 1.2 [39 667].
Entre Morfotipos Liiiîije 1 \
Fsc ( Brai)i(^iarax )
/  L iiie ^e LiiiCTge
\ .4 sh w  lax J \B ir /n io c h a m \ J
------- — —  —
/ ' " A l l i a i  è T x Entre Linajes mtDNA X L i n a j  e
( Asnrniax J (  Asnantrty )
Fsc
^  L in a je  1 ^ ^  L in a je  2 ^
\^a itiochara^ \^ a in o d ia ir i^
Figura 3 Esquema de las dos hipôtesis evaluadas en el anâlisis molecular de 
la varianza jerârquico.
Posteriormente, se llevo a cabo un anâlisis de ordenamiento (RCA) de la 
variabilidad entre muestras fue analizada por medio de un anâlisis de 
correspondencia [41] implementado en el programa Genetix v.4.05.2 [42].
El flujo genético entre las muestras fue inferido por medio de la 
probabilidad de pertenencia de los individuos a grupos genéticos discretos, con
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el programa STRUCTURE 2.0 [43], el cual usa un método de aproximaciôn 
bayesiana para inferir el numéro de poblaciones (K) con majores valores de 
probabilidad posterior y estimar asi el grado de mezcla genética en los 
individuos que conforman una muestra. Las simulaciones fueron llevadas a 
cabo bajo un modelo de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas, dado el 
cercano parentesco de las poblaciones. El procedimiento de cadenas de 
Markov consistiô en de 1X10® seguido de un periodo de dememorizaciôn de 
1X10®. La inferencia del valor de K mâs probable fue llevada a cabo con el 
cambio en el valor modal de K [44]. Se probaron diferentes escenarios: en el 
primero se considéré el numéro de poblaciones donde los diferentes valores 
posibles de K correspondieron a dichas poblaciones yendo de K= 1 a 16, 
ademâs de considérer cuatro grupos combinando la morfologla con los linajes 
mitocondriales {L^_Astyanax, L2_Astyanax, JBramocharax,
L2_Bramocharax). Adicionalmente se llevaron a cabo dos pruebas en las que 
se considéré como agrupaciôn inicial a los morfotipos y para la segunda prueba 
a los linajes mitocondriales con un valor de K de 1 a 2.
El flujo genético puede estimarse como resultado del flujo reciente y 
asimétrico entre poblaciones, asi mismo, puede evaluarse de acuerdo al 
numéro de individuos que fisicamente se trasiadan entre poblaciones. Para 
ambas estimas se utilizaron métodos de coalescencia con el programa 
BayesAss+ v1.3 [28]. Este método estima la proporciôn de migrantes de una 
poblaciôn a otra, para lo cual se disena una bûsqueda por medio de cadenas 
de Markov e inspecciôn de los valores de Likelihood alcanzados. Se llevaron a 
cabo cinco bûsquedas independientes para asegurar la convergencia de los 
parâmetros, y posteriormente se aplicô una prueba de mâxima verosimilitud
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para probar la significaciôn de los valores de probabilidad posterior en las tasas 
de migraciôn [28]. La comparaciôn de las tasas de flujo genético obtenidos por 
BayesAss y el numéro de migrantes entre poblaciones permitiô distinguir entre 
flujo y dispersiôn.
Una prueba de asignaciôn bayesiana fue implementada también en el 
programa GENECLASS 2.0 [45], el cual estima la probabilidad que cada 
individuo posee de pertenecer a la poblaciôn de referencia. En este caso, con 
la finalidad de estimar el porcentaje de auto-asignaciôn (una medida relativa 
que puede relacionarse con el grado de aislamiento de una poblaciôn), las 
poblaciones de referencias fueron las mismas que las de prueba. En un 
segundo paso, se probô la asignaciôn a poblaciones de acuerdo a los 
morfotipos, asi como por linajes mitocondriales y su combinaciôn. El 
procedimiento siguiô el método de exclusiôn parcial [46], y la simulaciôn 
consistiô de 10,000 individuos. Posibles diferencias entre los porcentajes de 
asignaciôn fueron evaluadas mediante un ANOVA de medidas repetidas, 
utilizando las frecuencias de asignaciôn individuales obtenidas, donde se 
evaluaron los siguientes escenarios: Astyanax Vs Bramocharax, L1 Vs L2 y su 
combinaciôn, en el programa STATISTICA 6 [47].
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 Variaciôn genética, equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de 
ligamiento
Los parâmetros de variabilidad genética para los doce loci se enumeran 
en la tabla 2. La mayorla de las combinaciones de loci por poblaciôn no 
mostraron desviaciones significatives del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). 
Sôlo dos loci (142C y NYU13) mostraron desviaciones del HWE (tabla 2), 
donde el locus 142C presentô senales de alelos nulos, por esta razôn los 
anâlisis de AMOVA, asi como los anâlisis de agrupamiento fueron llevados a 
cabo sin considérer este locus. Ningûn loci presentô desequilibrio de ligamiento 
después de la correcciôn secuencial de Bonferroni [27].
En términos générales la poblaciôn del rlo Mâquinas (alopâtrica), mostrô 
los valores de diversidad mâs bajos para todos los loci analizados, presentando 
un promedio de alelos por locus de 3.6 ± 0.35, mientras que los valores 
obtenidos para los grupos analizados dentro del Lago Catemaco fueron mâs 
altos con una media de 14 alelos por locus (Tabla 2). La heterocigosidad 
observada (Ho) también fue menor en la poblaciôn del rio Mâquinas que para 
el resto de los grupos, mostrando estas ultimas un intervalo de 0.78 a 0.80, 
mientras que para la poblaciôn de Mâquinas la media fue de 0.52 ± 0.045. 
Ademâs, esta ultima poblaciôn mostrô valores negatives del coeficiente de 
consanguinidad (Fis) para cinco de los doce loci analizados (Figura 4).
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Figure 4. Grâfico de diversidad genética entre los cuatro grupos de carâcidos 
en el Lago Catemaco y la poblaciôn de Mâquinas para los 12 microsatélites 
analizados. En verde el numéro efectivo de alelos, en azul el numéro de alelos 
exclusivos y en marrôn el numéro de alelos comunes <50%. La linea 
discontinua corresponde a la heterocigosidad esperada (He).
La hipôtesis nula de ausencia de la contribuciôn a la diferenciaciôn 
genética de la mutaciôn paso a paso (SMM; Michalakis and Excoffier 1996) no 
fue rechazada (P > 0.05), por lo que no se encontraron diferencias significativas 
entre las Hst y las simuladas por el modelo pHsi para el conjunto de los 12 loci 
(Tabla 3). Por lo anterior, se determinô que podian ser utilizados los valores de 
F st para la caracterizaciôn genética entre las poblaciones [48].
Tabla 3. Valores globales de la prueba de R s t , F st Y D st ' por locus________
Locus Ds R.= □ F^t 95% 1C
211B 0.032 0.065 0.006 0.028 -0.005 0.131
215D 0.040 0.095 0.013 0.035 -0.006 0.224
235D 0.057 0.104 0.083 0.051 -0.005 0.270
300 0.065 0.090 0.347 0.057 -0.006 0.341
6A 0.059 0.100 0.018 0.059 -0.007 0.252
NYU 13 0.063 0.091 0.015 0.051 -0.008 0.269
1420 0.058 0.126 -0.003 0.047 -0.007 0.271
160 0.078 0.069 0.047 0.078 -0.005 0.443
207F 0.043 0.028 0.007 0.030 -0.006 0.133
229B 0.016 0.151 0.015 0.014 -0.007 0.070
NYU 14 0.118 0.090 0.082 0.120 -0.005 0.524
NYU29 0.055 0.088 0.039 0.047 -0.006 0.314
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Todos los loci 0.056 0.048 0.033 0.046 0.013 0.103
En negritas estân marcados los valores que presentaron diferencias 
significativas entre Rsr y pRsr después de la correcciôn de Bonferroni. 1C 
= intervalo de confianza.
Los valores de diferenciaciôn genética ( F s t ) dentro del sistema de 
carâcidos del Lago Catemaco no fueron significativos (Tabla 4) entre los grupos 
analizados después de la correcciôn secuencial de Bonferroni, mâs aûn los 
valores de diferenciaciôn fueron muy bajos (< 0.001) entre los pares de grupos 
analizados siendo el valor mâs alto reportado entre los morfotipos del Linaje 1 
{Astyanax Vs Bramocharax). De forma similar, los niveles de diferenciaciôn 
obtenidos con las distancias D e s t , fueron bajos pero a diferencia de los valores 
de F s t , los grupos que presentaron una mayor diferenciaciôn fueron los 
morfotipos del linaje 2. Debido que para esta ultima prueba no es posible llevar 
a cabo permutaciones no fue posible calculer el grado de significaciôn de los 
mismos.
Tabla 4. Valores de Fst por debajo de la diagonal y valores Dest por
L^_Astyanax L2_Astyanax L1 Bramocharax L2 Bramocharax
L1_ Astyanax - 0.000132 0.00019 0.000063
L2_Astyanax 0.00035 - -0.00128 0.000476
L1_ Bramocharax 0.00068 -0.00108 - -0.001090
L2 Bramocharax 0.00014 0.0005 -0.00255 -
5.3.2 Anâlisis de la estructura jeràrquica y agrupamiento genético de las 
poblaciones
En la AMOVA jeràrquica se observô que de forma global no hubo una 
correspondencia entre la diferenciaciôn morfolôgica o mitocondrial (P < 0.05), 
con respecto a los marcadores nucleares analizados en el présente estudio 
(Tabla 5). Asi cuando se considéra una agrupaciôn por morfotipos, Astyanax
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Vs Bramocharax, no se encontraron diferencias significativas entre grupos, ni 
entre poblaciones mostrando diferencias significativas dentro de estas ultimas, 
las cuales explicaban la mayor proporciôn de la varianza analizada (8.54%). De 
forma similar cuando se compararon los dos grupos correspondientes a los 
linajes mitocondriales, no se encontraron diferencias significativas entre grupos, 
ni entre poblaciones siendo la agrupaciôn dentro de las poblaciones las que 
explicaban un mayor porcentaje de la varianza (8.54%) y de manera similar a la 
comparaciôn entre morfotipos, donde los valores significativos fueron dentro de 
las poblaciones.
Tabla 5. AMOVA jeràrquica entre los grupos de diferentes niveles entre los
Entre orupos Entre poblaciones Dentro poblaciones
Grupos % FCT % Fsc % Fis
Morfotipos
Astyanax (L1 X L2) 
Bramocharax (L1 X  
L2)
0.08 0.00083 -0.12 -0.00116 8.54 0.08533
Linajes Mitocodriales
L1 {Astyanax X 
Bramocharax)
12 {Astyanax X  
Bramocharax)
-0.08 -0.00083 -0.01 -0.00009 8.54 0.08533
Valores significativos en negritas (P<0.05).
Con respecto a la prueba de Mantel donde se correlacionô las distancias 
genéticas mitocondriales determinadas por 0 s t  y las distancias nucleares 
calculadas para los 12 loci a partir de las D e s t  encontramos una correlaciôn 
negativa y no significativa (r= -0.61, P = 0.052), donde previamente se habian 
observado diferencias significativas entre los linajes mitocondriales y no entre 
morfotipos.
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Tabla 6. Valores de diferenciaciôn mitocondrial (0sr) por debajo de la 
diagonal y valores de diferenciaciôn nuclear (Dest) por encima de la 
diagonal del sistema de carâcidos del Lago Catemaco_________________
L^_Astyanax L2_Astyanax _Bramocharax L2_Bramocharax 
U_Astyanax - 0.00013 0.00020 0.00006
L2_Astyanax 0.75172 - -0.00128 0.00048
U_Bramocharax 0.00107 0.75682 - -0.00109
L2 Bramocharax 0.75896 -0.00973_________0.76834_____________ -________
En negritas se muestran los valores significativos después de la correcciôn de 
Bonferroni.
El anâlisis de ordenamiento entre los individuos (PCA) mostrô, de forma 
similar a los resultados previos, que no bay una diferenciaciôn entre los cuatro 
grupos analizados con los 12 microsatélites, siendo la poblaciôn del rio 
Mâquinas la un ica que se agrupô por separado. En los dos primeros 
componentes se acumulô un 47.9% de la varianza.
♦  Ll_Asty
•  Ll_Bramo 
L2_Asty
X L2_Bramo 
 ^ Maquinas
%
1-r %.:' >
PC I
Figura 5. Anâlisis de ordenamiento de componentes principales (PCA). Con los 
dos primeros componentes se acumulô un 47.9% de la varianza.
Los resultados de la aproximaciôn Bayesiana de agrupamiento 
STRUCTURE 2.3.1. [43], para determinar la estructura entre los individuos 
presentaron, sin considerar a priori ninguna agrupaciôn (“admixture"), una
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ausencia de correspondencia entre la estructura genética ni con los morfotipos, 
ni con los linajes mitocondriales. Por el contrario observamos que el numéro 
mâs probable de grupos genéticos de nuestros datos en relaciôn a los valores 
del incremento en el numéro de agrupaciones (A K), fue de K= 4 y K=11 (figura 
6b), presentando para el primer caso un valor medio de verosimilitud L(K=4) = - 
18 473.47 (-18 470.2 a -18 475.8) y para el segundo caso L(K=11) = -19 
568.625 (-19 256.9 a -20 052.8). Sin embargo para ambos casos dichas 
agrupaciones no correspondlan a individuos (por ejemplo véase la figura 7a), 
por lo que hasta la agrupaciôn de K=2, con un valor medio de verosimilitud de - 
18 675.32 (-18 674.9 a -1 8676.1), se recuperaron individuos asignados a una 
sola agrupaciôn para el Lago y la segunda agrupaciôn se correspond la con la 
poblaciôn de Mâquinas (Figura 6a).
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Figura 6. Agrupamiento de las poblaciones geogrâficas de los carâcidos del 
Lago Catemaco y la poblaciôn de Mâquinas, sin considerar a priori ninguna 
agrupaciôn {“admixture") con STRUCTURE 2.3.1. [43]. a) Asignaciôn en dos 
grupos genéticos (Lago Catemaco Vs Mâquinas) K=2, b) Numéro de 
poblaciones con los valores mâs altos de probabilidad posterior expresado 
como AK, para las 16 poblaciones de carâcidos. AKfue calculada como la 
media de los valores absolûtes de la segunda derivaciôn de L(K) [44], c) 
Probabilidad posterior de los datos asumiendo diferentes valores de K.
Cuando se considerô a priori los cuatro grupos combinando la 
morfologla y los linajes mitocondriales {L^_Astyanax, L^_Bramocharax, 
L2_Astyanax y L2_Bramocharax), sin incluir la poblaciôn de Mâquinas, se 
observô que de manera similar a lo obtenido previamente, el numéro mâs 
probable de grupos genéticos de nuestros datos en relaciôn a valores del 
incremento en el numéro de agrupaciones (A  K) fue de K= 7 (figura 7b), 
presentando un valor medio de verosimilitud L(K=7) = -18 510.9 (-17 642.6 a - 
19 302.3). Sin embargo dicha agrupaciôn no corresponde a individuos, por lo 
que hasta la agrupaciôn de K=1 con un valor medio de verosimilitud de -16 
257.87 (-16 257.8 a -16 258.4), se recuperaban los individuos en una sola 
poblaciôn dentro del Lago.
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Figura 7. Agrupamiento de los carâcidos de! Lago Catemaco sin la poblaciôn 
de Mâquinas, considerar a priori los cuatro grupos combinando la morfologla y 
los linajes mitocondriales (L1 Astyanax, L^_Bramocharax, L2_Astyanaxy 
\J2_Bramocharax) con STRUCTURE 2.3.1. [43]. a) Asignaciôn en siete grupos 
genéticos K=7. b) Numéro de poblaciones con los valores mâs altos de 
probabilidad posterior expresado como AK, para las 16 poblaciones de 
carâcidos. AK fue calculada como la media de los valores absolûtes de la 
segunda derivaciôn de L(K) [44], c) Probabilidad posterior de los datos 
asumiendo diferentes valores de K.
Cuando se consideraron a priori los dos morfotipos {Astyanax Vs 
Bramocharax), sin incluir la poblaciôn de Mâquinas, no se récupéré una 
agrupaciôn que correspondiera a estes, siendo similar a lo obtenido
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previamente, siendo en este caso K= 3 la que obtuvo el valor mâs alto de 
probabilidad posterior, (figura 8b), presentando un valor medio de verosimilitud 
L(K=3) = -16 585.37 (-16 534.6 a -16 632.8). Sin embargo dicha agrupaciôn no 
corresponde a individuos, por lo que hasta la agrupaciôn de K=1 con un valor 
medio de verosimilitud de -16 258.3 (-16 258.1 a -16 258.9), se recuperaron los 
indiividuos los cuales se correspond lan a una sola poblaciôn dentro del Lago.
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Figura 7. Agrupamiento de los carâcidos del Lago Catemaco sin la poblaciôn 
de Mâquinas, considerando a priori los morfotipos {Astyanax Vs Bramocharax) 
con STRUCTURE 2.3.1. [43]. a) Asignaciôn en siete grupos genéticos K=3. b) 
Numéro de poblaciones con los valores mâs altos de probabilidad posterior 
expresado como AK, para las 13 poblaciones de carâcidos. AK fue calculada 
como la media de los valores absolûtes de la segunda derivaciôn de L(K) [44]. 
c) Probabilidad posterior de los datos asumiendo diferentes valores de K.
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Figura 8. Frecuencias de asignaciôn de los individuos considerando la 
morfologla (a), los linajes mitocondriales (b) y su combinaciôn (c). Las barras 
verticales de nota n los intervalos de confianza al 95%.
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Con respecto a las frecuencias de asignaciôn calculadas en 
GENECLASS 2.0 [45], se observô que para la mayorla de los casos las 
poblaciones se auto asignaron en mayor frecuencia a su poblaciôn original que 
a otra, esto es que presentaron una mayor auto asignaciôn de acuerdo a los 
morfotipos, linajes mitocondriales y su combinaciôn (Figura 8). En particular 
cabe destacar como se habla observado antes que la poblaciôn de Maquinas 
ha diferido significativamente del resto de grupos analizados (P<0.0001), 
siendo su auto asignaciôn mayor que ningûn otro grupo y viceversa, ningûn 
individuo fue asignado a la poblaciôn de Maquinas (Figura 8c).
Por otro lado cuando comparamos por morfotipos, Astyanax Vs 
Bramocharax (figura 8a), encontramos que los dos linajes de Bramocharax se 
asignaron significativamente menos a Astyanax (post Hoc Tukey, Bramocharax 
L1 MS=0.06769 P=0.000009 y Bramocharax L2 MS=0.09088 P=0.000009, 
gl=284), patrôn que no se observô para los Astyanax siendo no significativas 
las diferencias de asignaciôn entre Astyanax y Bramocharax al morfotipo 
Bramocharax.
En la comparaciôn por linajes mitocondriales también se encontraron 
diferencias significativas entre grupos (figura 8b), siendo el Linaje 1 del fenotipo 
Astyanax el que presentô una auto asignaciôn significativa con respecto al 
resto (post Hoc Tukey MS=0.0769, P=0.0036), asi como para el Linaje 2 tanto 
para Bramocharax y Astyanax (post Hoc Tukey, P<0.05). Finalmente en la 
ANOVA de las frecuencias de asignaciôn combinando los linajes mitocondriales 
y morfotipos, fue significativa (P=0.0000, F (12, 738.46)=45.644) mostrando
Especiaciôn ecolôgica y los marcadores neutrales
cada grupo una mayor frecuencia de auto asignaciôn que al resto de los grupos 
(figura 8 c), los valores de significancia post Hoc se presentan en la tabla 7, sin 
embargo en términos générales las poblaciones que mas difirieron 
significativamente del resto corresponden a Maquinas y Bramocharax Linaje 2.
Tabla 7. Comparaciones post Hoc Tukey de las frecuencias de asignaciôn 
individuales para los cuatro grupos combinando la morfologla y los linajes 
mitocondriales.
AstyanaxJL^ Bramocharax_L^ Astyanax_L2
Astyanax L1 
MS = 0.07605, gl = 282
Bramocharax 0.470661
Astyanax_L2 0.004735 0.455179
BramocharaxjL2 0.445034 0.990742 0.810820
Bramocharax_L^
MS = 0.06488, gl = 282
Astyanax_L^ Bramocharax_L^ AstyanaxjL2
Bramocharax_L^ 0.000008
Astyanax_L2 0.963456 0.000008
Bramocharax_L2 0.446685 0.001016 0.692033
Astyanax L2 
MS = 0.08400, gl = 282
Bramocharax_L^
Astyanax_L^
0.284541
BramocharaxJL^ Astyanax_L2
Astyanax_L2 0.000014 0.065172
Bramocharax_L2 0.999804 0.609484 0.005104
Astyanax_L^ Bramocharax_L^ AstyanaxjL2
Bramocharax L2 BramocharaxJL^ 0.087456
MS = 0.05170, gl = 282 AstyanaxjL2 0.999998 0.122045
Bramocharax_L2 0.000008 0.000008 0.000008
Cuando se calculô la migraciôn entre los grupos definidos previamente 
combinando la morfologla y los linajes mitocondriales, se observô que los 
ûnicos valores significativos fueron los que correspond lan a la migraciôn de 
Linaje 1 del morfotipo de Astyanax hacia el resto de grupos definidos (de 0.27 a 
0.29), siendo este linaje también el que presentô los valores mas altos de auto 
asignaciôn (0.93) (Tabla 8).
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Tabla 8. Valores de Migraciôn entre los cuatro grupos combinando la
L^_Astyanax L1 Bramocharax L2 /tsfyanax L2 Bramocharax
L1_>Asfyanax 0.934462 0.0511066 0.0121966 0.00223509
L^_Bramocharax 0.294123 0.688366 0.0127785 0.0047324
l2_Astyanax 0.271972 0.0509488 0.673657 0.00342268
L2 Bramocharax 0.285609 0.0261617 0.0117023 0.676527
En negrita estân los valores de los no migrantes (auto-asignaciôn), mientras que en cursiva los 
valores significativos de migraciôn.
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4. DISCUSIÔN YCONCLUSIONES
En el présente estudio probamos la hipôtesis de especiaciôn 
ecolôgica mediante la evaluaciôn de la interrupciôn (o reducciôn) del flujo 
genético [49j entre dos morfotipos présentes en el Lago Catemaco, la cual 
puede promover diversificaciôn intralacustre [2, 4j. La alternativa se représenta 
por la plasticidad fenotipica, en la que se espera flujo genético entre los 
individuos que la componen, permitiendo que éstos respondan a las 
condiciones ambientales en pocas generaciones y sin estar sujetos a fuertes 
presiones de selecciôn [14, 15j.
Como hemos descrito en el capitule anterior, nuestro sistema de 
estudio en el Lago Catemaco consiste de al menos dos morfotipos bien 
diferenciados {Bramocharax caballeroi Vs Astyanax aeneus), los cuales han 
divergido de forma independiente en dos linajes évolutives distintos. En otros 
modèles de diversificaciôn ecolôgica intralacustre, se han reportado procesos 
de especializaciôn es similar al nuestro, donde une de los ecotipos ha divergido 
como resultado de la divergencia adaptiva presentando una especializaciôn 
trôfica, asociada a modificaciones en el patrôn corporal relacionadas con el use 
del habitat [2, 4, 7, 50-55j. Siendo en nuestro caso Bramocharax caballeroi la 
forma especializada para el Lago Catemaco, y se caracteriza por presentar 
modificaciones en caractères trôficos (numéro y forma de los dientes), asi 
como modificaciones en otra s estructuras como la cabeza, el tamano del ojo, y 
la forma del cuerpo (por ejemplo, la altura del cuerpo y del pedùnculo caudal).
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Todas estas caracteristicas han sido previamente asociadas a la divergencia 
ecolôgica en otros modelos de especializaciôn intralacustre [2, 4].
Por lo anterior consideramos que el présente sistema {Bramocharax Vs 
Astyanax) puede ser un buen modelo para la evaluaciôn de la especiaciôn 
ecolôgica, en un grupo de peces como los carâcidos, donde a pesar de 
presentar en términos generates una morfologla conservada, muestran 
adaptaciones trôficas como fuente importante de diversificaciôn (Weitzman y 
Fink, 1983; Lucena, 1993).
En nuestro sistema de estudio encontramos que la poblaciôn del rlo 
Mâquinas fue la ûnica que se diferenciô del resto de las poblaciones 
analizadas, tanto en el anâlisis de ordenamiento, como en el agrupamiento 
genético (figuras 5 y 6). Asi mismo, también fue ésta la que presentô los 
valores mâs bajos diversidad genética con una media de Ho = 0.52, mientras 
que para el resto de los grupos analizados la hererocigosidad observada fue 
mayor (>0.8). Por lo anterior, y como se habla expuesto previamente, la 
poblaciôn del rlo Mâquinas, corresponde a una poblaciôn aislada 
geogrâficamente, con base en tanto marcadores mitocondriales (>5% 
divergencia para el gen cytb) como con los marcadores nucleares utilizados en 
el présente capitule, présenta una clara diferenciaciôn genética con otras 
poblaciones de la especie Astyanax aeneus [19j siendo tentativamente la 
dériva génica la responsable de dicha diferenciaciôn. Es por esto que séria 
necesario llevar a cabo una revisiôn en la cual se pueda establecer si puede 
ser considerada como una especie distinta, ya que debido a su baja diversidad
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genética, y restringida area de distribuciôn, séria necesario llevar programas de 
conservaciôn que permitan el mantenimiento de este linaje evolutive y por lo 
tanto de la diversidad dentro del género en la region descrita.
Por otra parte, en el Lago Catemaco, y en contraste con lo que se 
esperarla, los cuatro grupos analizados en el présente estudio relacionados 
con los fenotipos y los linajes mitocondriales {L^_Astyanax, L2_Astyanax. 
L^_Bramocharax y \J2_Bramocharax) no presentaron senales de interrupciôn 
del flujo genético entre los grupos. Por tanto en nuestro sistema no podemos 
proponer a la especiaciôn ecolôgica como el proceso que explica la divergencia 
morfolôgica encontrada, la cual se caracteriza por presentar una selecciôn 
divergente que esté sujeta a la selecciôn sexual (asociada a un carâcter). 
dando como resultado el aislamiento reproductivo [9]. Los valores de Fst para 
los cuatro grupos no fueron significativos (P>0.05, tabla 4), asi mismo los 
valores de D e s t  fueron considerablemente bajos. Por otro lado en la AMOVA 
jeràrquica las comparaciones entre grupos no fueron significativas, tanto para 
las comparaciones entre linajes mitocondriales (L1 Vs L2), como para el 
agrupamiento por morfotipos {Astyanax Vs Bramocharax) siendo explicada la 
mayor proporciôn de la varianza, en ambos casos, por las diferencias dentro de 
las poblaciones (8.54%, F/s = 0.08533). Mâs aûn en el test de Mantel entre las 
diferencias calculadas con el mitocondrial (Osj) Vs nuclear { D e s t ) , hubo una 
correlaciôn negativa, aunque no fue significativa.
El anâlisis de agrupamiento, STRUCTURE discriminô entre los grupos 
alopâtricos (Mâquinas Vs Lago Catemaco), sin embargo bajo ningûn escenario
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fueron recuperadas agrupaciones correspondientes a los fenotipos, linajes 
mitocondriales o su combinaciôn. Para el Lago Catemaco se obtuvo una K=1, 
y aunque en algunos casos el numéro de grupos mâs probable fue superior a 1 
en todos los casos dichas agrupaciones no correspondîan con asignaciones 
individuales, por lo tanto ningûn individuo podla ser asociado con grupos 
discretos y mucho menos a fenotipos o linajes mitocondriales (por ej. Astyanax 
Vs Bramocharax).
En contraparte con los resultados obtenidos con STRUCTURE, las 
asignaciones individuales obtenidas con GENECLASS al parecer si que 
mostraron una congruencia con la morfologla. De estos resultados cabe 
resaltar la alta auto asignaciôn del morfotipo Bramocharax, en contraste con 
Astyanax cuando se comparô entre morfotipos. Asi como cuando se comparô 
por la combinaciôn entre morfotipos y linajes fueron significativas la mayorla de 
las diferencias entre Bramocharax del Linaje 2 y el resto de grupos, siendo este 
ûltimo, junto con ambos linajes de Astyanax, los que presentaron los valores 
mâs altos de auto asignaciôn (frecuencia <0.6, figura 8).
Por otro lado las tasas de migraciôn obtenidas fueron significativas en 
direcciôn del linaje 1 fenotipo Astyanax hacia el resto de grupos (de 0.27 a 
0.29), mientras que fue este grupo el que también presentô los valores mâs 
altos de auto-asignaciôn. En este sentido, y en ausencia de barreras 
geogrâficas que impidan el flujo genético, nuestros datos con microsatélites no 
muestran una divergencia genética asociada a la divergencia morfolôgica. Mâs 
aûn, las diferencias en tamano entre morfotipos se han propuesto como un
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carâcter responsable de! aisiamiento pre-cigôtico entre especies simpâtricas 
cercanas (por ej. el salmon rojo o los espinosos [9, 56], sin embargo en nuestro 
sistema no parecen ser déterminantes en el flujo genético entre los morfotipos, 
siendo Bramocharax significativamente mas grande que Astyanax. Por ultimo, 
con base en nuestros resultados no parece haber una presiôn negativa 
desfavorable para los hibridos con fenotipo intermedio, en contraste con lo que 
se ha propuesto previamente [57].
Por lo tanto y a pesar de que con los 12 loci nucleares no se encontre 
una diferenciaciôn molecular correspondiente a la diferenciaciôn morfolôgica, ni 
a la diferenciaciôn mitocondrial descrita previamente, debemos considérer 
también ias limitaciones de los marcadores utilizados, asi como que otros 
procesos pueden ester involucrados en el sistema de estudio que no impliquen 
especiaciôn ecolôgica.
Por lo anterior, y con base en nuestros resultados, no ha sido posible 
probar la especiaciôn ecolôgica, para la cual séria necesario un aisiamiento 
reproductivo entre los fenotipos asociados a un ambiante [7], sin embargo es 
posible que en nuestro sistema otros procesos puedan explicar el patrôn 
observado. Por ejemplo puede estar siendo favorecida una elevada plasticidad 
fenotipica, lo cual promueve un escenario con un elevado flujo genético entre 
fenotipos y los individuos con mayor plasticidad presentan una mayor 
probabilidad para sobrevivir bajo una mayor variedad de ambientes [15].
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Aûn asi es necesario considerar las limitaciones de los marcadores 
ermpleados en el présente estudio ya que en recientes estudios se ha 
observado que ciertas regiones del genoma no muestran sehales de selecciôn 
divergente (con marcadores genéticos neutrales como los microsatélites). Por 
tanto si se encuentra evidencia de un flujo reducido entre poblaciones 
divergentes ecolôgicamente con dichos marcadores (neutrales) puede ser un 
buen indicador de especiaciôn ecolôgica, pero la ausencia de dicha 
diferenciaciôn no necesariamente implica que la especiaciôn ecolôgica no esté 
ocurriendo [10, 58]. Basados en lo anterior, en los ûltimos anos se ha puesto de 
manifiesto que puede ser arriesgado evaluar la especiaciôn ecolôgica con 
marcadores genéticos neutrales, ya que la coherencia y la fuerza que la 
selecciôn divergente ejerce sobre algunas regiones del genoma pueden ser 
inciertas, y donde se espera que primero se présente la divergencia adaptativa 
seguida por el aisiamiento reproductivo [10].
Por ejemplo, se ha reportado que sôlo el 10% del polimorfismo en la 
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), se habian separado entre las 
poblaciones de insectos adaptados a diferentes ambientes [59]. Es por esto 
que sehales de divergencia con marcadores neutrales son esperados, siempre 
y cuando, la selecciôn divergente y la selecciôn sexual sean lo suficientemente 
fuertes y los niveles de flujo genético sea restringido, y por lo tanto marcadores 
neutrales elegidos al azar, como regularmente son utilizados, pueden fallar en 
détectar una sehal de especiaciôn ecolôgica. Es asi que poblaciones 
adaptadas a ambientes divergentes con un cierto nivel de flujo genético 
persistente pueden mostrar sehales de divergencia genética sôlo si los loci
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estudiados se encuentren bajo presiones de selecciôn y que estos marcadores 
se encuentren ligados a elles [58].
Asi mismo, en otros modèles intralacustres en ciclidos de sur America, 
que presentan en términos générales un patrôn de radiaciôn adaptativa, no ha 
sido posible détecta r una correlaciôn entre la diferenciaciôn genética y la 
diferenciaciôn morfolôgica utilizando microsatélites o secuencias de ADN 
mitocondrial [17]. De forma similar en el complejo de especies Coregonus spp. 
de los Grandes Lagos de Morte América, no presentaron sehales de 
divergencia genética congruente con la diferenciaciôn morfolôgica utilizando 
seis loci nucleares altamente polimôrficos (microsatélites), a excepciôn que en 
este modelo si se observé una correlaciôn entre la diferenciaciôn molecular 
mitocondrial y nuclear, sugiriendo que uno de los morfotipos présentes 
correspondian con una invasiôn reciente [60].
Por ultimo, también en otros grupos se ha reportado la ausencia de 
estructura genética entre diferentes morfotipos, tal es el caso de un grupo de 
anflpodos en donde fueron evaluados seis loci y no fue posible obtener una 
divergencia genética correspondiente con dos ecotipos presentando, de forma 
similar al présente estudio, una mayor variaciôn genética entre las poblaciones 
que dentro o entre ecotipos [16].
En este sentido nuestro sistema puede coincidir con lo que se ha 
propuesto previamente, donde a pesar de no tener sehales de una interrupdôn 
del flujo genético, lo cual es considerado como una de las caracteristicas de la 
de especiaciôn ecolôgica, la ausencia de dicha sehal no implica que no haya
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un proceso de divergencia adaptativa, o incluse que no haya especiaciôn 
ecolôgica la cual no ha sido posible detectar con los marcadores nucleares 
utilizados. Por otro lado la presencia de flujo genético entre poblaciones 
adaptadas a diferentes ambientes puede favorecer la plasticidad fenotipica, la 
cual puede maximizar la eficacia biolôgica, en contradicciôn con fenotipos 
altamente especializados a un sôlo ambiante [61]. Mas aûn hemos observado 
que el flujo genético es unidireccional, desde el linaje 1 del fenotipo de 
Astyanax hacia el resto de grupos, esto puede incrementar la plasticidad en la 
poblaciones receptoras debido a que el flujo genético no se da desde las 
poblaciones divergentes hacia la poblaciôn donadora [15].
Conclusiones
La plasticidad fenotipica puede ser un factor déterminante en la 
evoluciôn del sistema de caracidos dentro del Lago Catemaco, cuyo efecto 
puede représenter una ventaja adaptativa [61], permitiendo que los individuos 
puedan adaptarse mas râpidamente a condiciones ambientales variables y por 
lo tanto se relaje la fuerza de la selecciôn. Ademâs, dicha plasticidad puede 
promover la diversidad dentro de los grupos promoviendo que las poblaciones 
adaptadas diverjan adaptativamente, asi como incrementar el potencial 
évolutive en diferentes ambientes, favoreciendo la divergencia adaptativa con 
respecte a adaptaciones locales [15].
Por otro lado, a pesar de que no fue posible probar la especiaciôn 
ecolôgica en nuestro modelo, es necesario llevar a cabo en un future
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experimentos controlando las condiciones ambientales asi como la dieta, para 
poder evaluar la divergencia adaptativa entre los fenotipos estudiados [7, 15].
Es importante mencionar que en futures estudios se puede incluir un 
mayor numéro de loci o llevar a cabo otro tipo de estudios, tipo QTLs [22], con 
el fin de caracterizar de forma mâs potente la asociaciôn entre el genotipo y el 
fenotipo, ya que en los ultimes ahos se ha cuestionado el use de marcadores 
genéticos neutrales (microsatélites), ya que sôlo un pequeho porcentaje de 
éstos pueden estar sujetos a selecciôn divergente [59]. Como se ha propuesto, 
éstos pueden dar definiciôn solamente bajo ciertos escenarios, esto es, cuando 
las diferencias ambientales deben ser muy contrastantes y donde muy poco 
migrantes puedan exiiosamente adaptarse, asi como una fuerte presiôn de 
selecciôn sexual. Este escenario puede a su vez resultar mucho mâs frecuente 
en poblaciones pequehas (<250 individuos) [10], condiciones que tendrân que 
ser abordadas en un future.
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6.1 Relaciones filogenéticas
Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue conocer las relaciones 
filogénicas del género Astyanax Baird & Girard (1854) en Mesoamérica. Para 
abordar estas relaciones filogenéticos analizamos el material mâs complete, en 
cuanto a numéro y extension de las muestras, asi como el mayor numéro de 
marcadores moleculares hasta la fecha. En contraste con los estudios 
filogenéticos previos [1, 2], encontramos una estructura geogrâfica
correspondiente a las relaciones filogenéticas dentro del género. El modelo 
biogeogrâfico propuesto en esta tesis doctoral es coïncidente con otros 
modelos llevados a cabo para peces de agua dulce de la region [3-5], lo cual en 
su conjunto permite entender mejor la historia biogeogrâfica y la 
paleohidrografia de Mesoamérica.
Por otro lado en el présente estudio nos permitiô ahondar mâs en los 
patrones interespecificos de Astyanax présentes en Mesoamérica. En este 
sentido no se observaron linajes mitocondriales cercanos en simpatria, y 
cuando ocurriô las divergencias eran en su mayoria superiores al 3% de 
divergencies absolutes con genes del ADN mitocondrial, lo cual coincide con 
estudios previos para otros carâcidos de la region [6]. Este hecho ha sido 
interpretado en esta tesis doctoral como el resultado tanto de la historia 
evolutive del grupo, posiblemente asociado con un proceso de recambio de los 
linajes {lineage turnover), como a las posibles interacciones ecolôgicas entre 
dichos linajes. Estas interacciones ecolôgicas dan lugar a un solapamiento de 
nicho entre especies cercanas que puede llevar a la exclusiôn competitive, 
siendo desplazado un linaje por otro.
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Por otro lado y a diferencla de la region norte de Centroamérica y 
México, en la parte meridional de Centroamérica no fue posible resolver las 
relaciones filogenéticas basales entre los grupos analizados (incluso para el 
subconjunto de dates de 3.8 Kpb). Lo anterior puede ser explicado por una 
radiaciôn râpida de estos linajes airededor de 6.9 Ma durante el Mioceno 
superior. Este mismo patrôn se ha observado en otros peces de agua dulce en 
Mesoamérica [3-7].
6.2 Historia biogeogrâfica de los carâcidos 
Mesoamericanos
Con nuestros dates fue posible apoyar la hipôtesis generalizada de un 
origen sudamericano para el género Astyanax [6, 8, 9], basados principalmente 
en la congruencia geogrâfica con las relaciones obtenidas, siendo 
filogenéticamente mâs cercanos los grupos mâs méridionales de 
Centroamérica a nuestros grupos externes de América del Sur, en particular 
Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) de Brasil y Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 
1758) de Argentina. Por otro lado y mediante el câlculo de un reloj molecular 
obtuvimos una tasa media de divergencia entre dos linajes para el gen 
mitocondrial cytb de 0.8% por millôn de ahos (Ma), esta divergencia 
correspondiô a las distancias corregidas utilizando el modelo de substituciôn 
K81uf. Nuestra estima de divergencia résulté coïncidente con otras descritas 
previamente para el citocromo b y para otros grupos de peces de agua dulce, 
calculada en trabajos recientes tanto con fôsiles, como con divergencias
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geogràficas, la cual varia airededor del 1%/Ma utilizando diferentes modelos de 
substituciôn [3, 10, 11].
En el présente estudio se ha propuesto un escenario biogeogrâfico 
para el género Astyanax en Mesoamérica, basado tanto en sus relaciones 
filogenéticas, asi como en el reloj molecular. En este sentido fue calculada la 
primera expansiôn para el género hacia Centroamérica desde el hemisferio Sur 
en aproximadamente 8 Ma (7.8 - 8.1 Ma). Esta estima no coincide con la 
informaciôn geolôgica de la zona, para la cual se ha propuesto que el cierre del 
Istmo de Panamâ se complété hace ~ 3,3 Ma [12-14]. Por lo tanto nuestra 
hipôtesis biogeogrâfica parece incongruente con los datos geolôgicos y 
contradice estudios previos realizados para algunos carâcidos de los géneros 
Brycon, Bryconamericus, Eretmobrycon y Cyphocharax [6], incluso para lo 
propuesto anteriormente para el propio género Astyanax [2], cuya expansiôn 
desde sur América se estimé airededor -3.3 Ma, coincidiendo con el cierre 
final del Istmo de Panamâ.
Sin embargo, algunos autores ya habian propuesto una conexiôn entre 
Sur America y Centroamérica en una época anterior al Plioceno situada 
probablemente en el Cretâcico como resultado de la formaciôn de las 
protoantillas [15, 16]. Segûn estos autores los géneros ampliamente 
distribuidos en la pare norte del continente, como es el caso de ciclidos, 
poecilidos y del género Astyanax, habrian colonizado Mesoamérica antes del 
cierre del Itsmo de Panamâ (-3.3 Ma).
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Durante las ûtlimas decadas estos patrones se han ido confirmando 
para varies grupos de peces en Mesoamérica, sin embargo en muy contadas 
excepciones coinciden en el Cretâcico, la cual pareciera ser una época muy 
temprana, y en particular nuestro modelo tampoco coincide. Sin embargo son 
multiples los ejemplos donde se sehala una colonizaciôn previa al Plioceno, y 
en particular anteriores al cierre del Istmo [3-5, 17], mostrando diferentes 
fechas, rutas y numéro de e ventes de acuerdo a las capacidades de dispersion 
de cada grupo.
Una via de conexiôn entre faunas de norte y sur América ha sido 
propuesta por las antillas a traves del corredor de GAARIandia [14] (figura 6.1), 
el cual debiô de servir de conexiôn de ictiofaunas y via de dispersiôn de faunas 
sudamericanas durante gran parte del Cenozoico Es asi como las primeras 
colonizaciones de la ictiofauna se remontan al Cretâcico para la familia 
Poeciliidae [18], seguido de multiples eventos de colonizaciôn posteriores.
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Figura 6.1. Hipôtesis biogeogrâfica de GAARIandia, de la colonizaciôn de las 
Antillas y Centroamérica propuesta por Iturralde-Vinent y MacPhee (1999) [14], 
durante el Eoceno/Oligoceno (-30-35 Ma).
Sin embargo este modelo biogeogrâfico (GAARIandia), no puede ser 
aplicado a nuestro caso de estudio, ya que el género Astyanax, asi como 
ningûn otro carâcido americano, cuenta con representares en las islas del 
Caribe. La ausencia de carâcidos en las Antillas puede ser explicada por sus 
caracteristicas fisiolôgicas, lo cuales al ser peces primaries [15], y en 
contra parte con los poeciilidos, no toleran la salinidad lo que limita en gran 
medida su dispersiôn.
Los tiempos de divergencia y dispersiôn del género Astyanax parece 
coincidir con algunos grupos dentro de las familias Cichlidae [3] o 
Synbranchidae [5], cuya presencia en la parte sur de Centroamérica puede 
remontarse al Mioceno (entre 23 y 5 Ma). Mâs aûn nuestro género parace
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coincidir con el modelo propuesto previamente por Bermingham y Martin [17], 
basado en la filogeografia comparada para très géneros de peces de agua 
dulce y que consistiô en multiples eventos expansion y extinciôn los cuales 
explican la distribuciôn actual de algunos carâcidos y otros grupos de peces 
primaries. En el modelo de Bermingham y Martin (1998), el e vente de 
expansion mâs antiguo se présenté entre 4 y 7 Ma (figura 6.2), y es explicado 
por una formaciôn incipiente del itsmo de Panamâ, seguido de una extinciôn, 
debido a cambios en los niveles del océano y por ultime una reciente 
colonizaciôn una vez que el Itsmo de Panamâ se cerro por complete (~3 Ma).
Expansiôn
Extinciôn
(verde)
Oceano Atlàntico
Panamâ
Oceano Pacifico
7 a 4 Millones de ahos
Sur
I América
Expansiôn
3 Millones de afios
Figura 6.2. Hipôtesis biogeogrâfica propuesta por Bermingham y Martin 
(1998), para la colonizaciôn de Centroamérica por la fauna dulce acuicola sur 
Americana, basada en la biogegrafîa comparada de très géneros 
Neotropicales: Roeboides (Characidae), Pimelodella (Pimelodidae) e 
Hypopomus (Hypopomidae).
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6.3 Principales eventos de vicarianza en el 
género Astyanax
Los principales eventos de vicarianza para el género Astyanax en 
Mesoamérica debieron ocurrir a finales del Mioceno y principios del Plioceno 
(4-8 millones de anos). Estos grandes eventos vicariantes se produjeron 
principalmente en la region mâs meridional de Centroamérica (Panama y Costa 
Rica principalmente). Este période coincide con una fragmentaciôn geogrâfica 
del sur de Centroamérica, como consecuencia de movimientos tectônicos [13, 
14] (figura 6.3), que finalmente dieron lugar al cierre del Istmo de Panamâ hace 
~ 3.3 Ma. Del mismo modo a la vez que ocurre esta fragmentaciôn de la parte 
sur de Centroamérica, donde los clados encontrados presentaron 
distribuciones limitadas, debieron ocurrir extinciones locales relacionadas con 
cambios en los niveles eustâticos del mar (5-8 Ma) [19].
Figura 6.3. Hipôtesis geolôgica de Centroamérica propuesta por Iturralde- 
Vinent y MacPhee [14], Mioceno-Plioceno ( 1 5 - 4  Ma).
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El otro gran evento vicariante ocurre en la region septentrional de 
America Central (México-EEUU) y corresponde a la formaciôn del Eje 
Neovolcânico Transversal Mexicano (ENTM). El ENTM cruza México de este a 
oeste, desde el océano Pacifico al Atlàntico, y su formaciôn geolôgica se situa 
entre 3 y 12 Ma, aunque la actividad volcan ica continua hasta la actualidad [20- 
22].
En particular el ENTM parece constituir una barrera importante para 
Astyanax, con la cual coincide con la separaciôn entre Astyanax mexicanus, 
situada al norte del ENTM y Astyanax aeneus, situada al sur del ENTM. 
Nuestra dataciôn del reloj molecular para la separaciôn de ambos taxones (4-6 
Ma) es coherente con el periodo de formaciôn del ENTM.
6.4 Otros patrones biogeogràficos
Ademâs de los grandes eventos vicariantes descritos, ha sido posible 
contraster algunos modelos biogeogràficos propuestos previamente en 
Mesoamérica, tal es el caso de las regiones ictio-faunisticas propuestas por 
Bussing (1985) [23]. En primer lugar y de acuerdo con Bussing (1985) se 
observé una congruencia con la Regiôn del Istmo, la cual présenté un patrôn 
de fragmentaciôn similar al reportado para otros peces de agua dulce [4, 6, 24]. 
Con respecto a las regiones Usumacinta, Chiapas-Nicaragua y San Juan las 
diferencias correspondieron a sus limites por lo que en la figura 6.4 se 
esquematiza los limites obtenidos para cada una de las regiones anteriormente 
propuestas por Bussing (1985) [23].
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Regiones blogeogràncas
I Chagres
j { Candelana
] Chiapas-Nicaragua
Regiônde San Juan-Æelize+Sal 
I I Regiôn Istmo
Figura 6.4. Regiones biogeogrâficas obtenidas para el género Astyanax en 
Centroamérica, con relaciôn a las regiones previamente descritas por Bussing 
(1985), para la misma regiôn.
De manera singular, se observé un proceso de recambio de linajes en 
toda la distribuciôn norte del género Astyanax, donde solo se observe simpatria 
de linajes mitocondriales altamente divergentes (>5% de divergencia con las 
distancias corregidas, K81uf), lo cual habia sido previamente descrito para 
otros carâcidos en Centroamérica [6].
6.5 Procesos de diversificaciôn de! género 
Astyanax en Mesoamérica
En particular el género Astyanax résulta un sistema altamente complejo 
en cuanto a sus modelos de diversificaciôn, y a su vez, da la oportunidad de 
abordar desde diferentes perspectives la evoluciôn morfolôgica. El género
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Astyanax présenta generalmente una morfologia conservada, sin embargo las 
modificaciones mâs conspicuas puede explicarse con base en sus 
adaptaciones ecolôgicas y en particular son las adaptaciones trôficas las que 
parecen sin lugar a dudas ser las mâs extremes dentro del este género, lo cual 
es similar a lo que ha sido propuesto como mecanismo de evoluciôn dentro de 
los Characiformes [25]. Aunado a estas adaptaciones trôficas, podemos 
encontrar un gran numéro de estudios, enfocados al estudio de la evoluciôn de 
los caractères troglobiticos, para los cuales se ha utilizado al genéro Astyanax 
como modelo [26-29]. Sin embargo, pocos estudios se han enfocado al estudio 
de otros sistemas de adaptaciôn ambiental, y en particular a la diversificaciôn 
intralacustres dentro del género Astyanax.
En esta tesis se registre por primera vez, la presencia de multiples e 
independientes eventos de especializaciôn trôfica dentro del género Astyanax, 
los cuales resultaron en la convergencia de un fenotipo descrito originalmente 
como un género diferente, Bramocharax, y cuyas especies suelen estar 
asociadas con ambientes lacustres como el Lagos Nicaragua o Catemaco 
(México). Sin embargo, en nuestra filogenia molecular pudimos observar que el 
género Bramocharax no se recuperaba como monofilético, y que en todos los 
casos se agrupaba con las especies de Astyanax mâs cercanas 
geogrâficamente, haciendo al género Astyanax parafilético. Mâs aûn, en 
algunas de las localidades analizadas donde se hallaban en simpatria especies 
de Bramocharax y Astyanax no presentaron casi divergencias genéticas, 
llegando incluso a compartir haplotipos entre los diferentes morfotipos.
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El interés por los procesos de diferenciaciôn que han dado lugar a los 
patrones de divergencia observados en nuestra filogenia y especialmente por 
aquellos procesos menos estudiados como son los de diferenciaciôn en 
simpatria asociados a posibles divergencias adaptivas nos llevô al estudio del 
modelo Bramocharax- Astyanax.
Tomando la localidad del Lago Catemaco como sistema de estudio, el 
cual destaca dentro de la sierra de los Tuxtias por su gran tamaho y su origen 
por derrames lâvicos Plio-Pleistocenicos, cuenta con un ârea de 72 km^ y una 
profundidad maxima de 7.6 metros, lo que lo hace el mâs extenso de la regiôn, 
donde se encuentran en simpatria los dos morfotipos que corresponden con las 
especies descritas como Astyanax aeneus (Günther, 1860) y Bramocharax 
caballeroi Contreras-Balderas y Rivera-Teillery 1985. Debido a lo antes 
descrito, en este lago estudiamos la divergencia morfolôgica y su 
correspondencia con marcadores nucleares y mitocondriales.
En este sentido pudimos utilizer nuestro modelo al estudio de la 
morfologia funcional, la cual résulta de gran importancia en la biologie 
evolutive, entre otras cosas, debido a que la generaciôn de nuevas formas 
contempla la interacciôn de multiples factures que pueden modeler la evoluciôn 
de los grupos, abriendo una ventana al estudio de la relaciôn entre la funciôn y 
la forma que subyace a los rasgos fenotipicos [30].
De nuestros resultados se pudieron derivar algunas hipôtesis, entre 
elles se determinô que la forma mâs especializada corresponde con
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Bramocharax caballeroi (figura 6.5), presentando caracteristicas asociadas con 
ambientes pelâgicos, como la forma fusiforme de! cuerpo, con una menor altura 
del cuerpo, posiciôn supera y proyectada del hocico, asi como presentar 
diferencias significativas con Astyanax en el tamano del cuerpo.
Figura 6.5. Dibujos de los dos morfotipos présentes en el Lago Catemaco. a) 
Bramocharax. b) Astyanax.
Todas estas diferencias corrobora n una divergencia morfolôgica, la 
cual puede ser asociada, como en otros modelos con adaptaciones a diferentes 
ambientes dando soporte a un patrôn de divergencia adaptativa el cual ha sido 
reportado previamente para otros modelos de fauna acuatica intralacustre [31- 
39].
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For otro lado y de manera singular, se observé un despiazamiento 
entre las regresiones alométricas (trayectorias de crecimiento) entre les dos 
morfotipos {Astyanax Vs Bramocharax), y a la espera de llevar a cabo 
comparaciones con series ontogenéticas, podemos explicar las diferencias en 
las trayectorias de crecimiento obtenidas entre Astyanax y Bramocharax como 
con un proceso de hetercronia, mecanismo que ha sido postulado también 
para otros caracidos [25].
6.6 La estructura mitocondrial revela la 
evoluciôn en paralelo del fenotipo Bramocharax 
en el Lago Catemaco
Como se habla descrito en el estudio filogenético previo llevado a 
cabo, se observaron dos linajes mitocondriales independientes en el lago 
Catemaco. Los cuales se esperarla que correspondieran con los difentes 
morfotipos présentes en el lago. Sin embargo, y contrario de lo esperado, los 
dos linajes se encontraban en proporciones similares en los dos morfotipos 
Bramocharax y Astyanax. Con base en lo anterior, hemos propuesto que el 
morfotipo mas especializado (Bramocharax) ha divergido de forma 
independiente desde dos diferentes linajes de Astyanax aeneus, posiblemente 
como resultado de presiones de selecciôn similares [40-43].
Sin embargo, se observé que mientras en la forma generalista cas! no 
hubo modificaciones entre los dos linajes présentes, la forma especilizada
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{Bramocharax), présente diferencias significatives en el tamano entre los 
linajes (L1 Vs L2). AsI el linaje 2 présenté el mayor tamano, no solo en 
comparaciôn con Astyanax, sino también con el linaje 1 de la misma forma 
(figura 5.5).
Bramocharax
Astyanax Astyanax
L2
Figura 6.5. Hipotesis filogenética entre los morfotipos présentes en el Lago 
Catemaco.
El patron morfolôgico comùn en los dos linajes mitocondriales que 
convergea en una forma limnética (Bramocharax) podrîa ser el resultado de 
una via comûn del desarrollo, debido a la inercia filogenética dentro del grupos 
[25, 44-46]. Pero también puede ser el resultado de presiones asociadas a 
factores externes que se han dado de manera paralela [47]. Entre estes 
factores externes se encuentra la selecciôn natural la cual puede estar 
fuertemente asociada a las condiciones locales présentes en el lago [37, 48].
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For tanto dentro del Lago Catemaco se pudo observer que nuestros 
dates morfolôgicosno presentaban serial filogenética (P>0.05), lo cual 
establece que el sistema, o estructuras analizadas (forma del cuerpo) 
presentan un alto grade de homoplâsia, no siendo posible estimar las 
relaciones filogéneticas mediante la forma del cuerpo [49]. En contraparte, el 
morfotipo Astyanax permanecio practicamente sin cambios entre los dos 
linajes mitocondriales présentes en lago.
6.7 Especiaciôn Ecolôgica Vs Radiaciôn 
Adaptativa
La divergencia adaptativa puede ser el motor de la diversificaciôn 
intralacustre, promoviendo la divergencia génetica entre los ecotipos adaptados 
[31, 37]. Mientras que la plasticidad fenotipica intra poblacional permite el flujo 
génico entre los individuos que la componen, relajando los efectos de la 
selecciôn y promoviendo que estas poblaciones respondan a las condiciones 
ambientales en pocas generaciones [50, 51].
En el Lago Catemaco, y en contraparte con lo que se esperarla en la 
especiaciôn ecolôgica, no existen senales de aislamiento reproductive entre los 
diferentes morfotipos [31, 37, 52, 53]. AsI, los cuatro grupos estudiados 
(L1 Astyanax, L2_Astyanax, _Brannocharax y L2_Bramocharax) no 
mostraron senales de interrupciôn del flujo génico entre elles para cualquiera 
de las comparaciones que se realizaron y presentaron valores muy bajos de 
diferenciaciôn genética.
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As I mismo en nuestros anâlisis de agrupamiento ünicamente fue 
posible diferenciar entre poblaciones alopàtricas (Maquinas Vs Lago 
Catemaco), pero bajo ningûn escenario fueron recuperadas agrupaciones 
dentro del Lago Catemaco correspondlentes a los fenotipos, linajes 
mitocondriales o su combinaciôn. Ademâs se observé una tasa de migraciôn 
asimétrica en direcciôn del linaje 1 fenotipo Astyanax hacia el reste de grupos, 
dicho flujo podria incrementar la plasticidad en la poblaciones receptoras [50].
Sin embargo, a pesar de no tener senales de una interrupciôn del flujo 
genético, este no implica que no baya un proceso de divergencia adaptativa, o 
incluse que no haya especiaciôn ecolôgica. Esta especiaciôn ecolôgica podria 
no haber sido detectada con los marcadores nucleares utilizados. Por otro lado 
la presencia de flujo genético entre poblaciones adaptadas a diferentes 
ambientes puede favorecer la plasticidad fenotipica, la cual puede maximizar la 
eficacia biolôgica, en contradicciôn con fenotipos altamente especializados a un 
sôlo ambiante [54].
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7. CONCLUSIONES

Del trabajo llevado a cabo en esta Tesis Doctoral se obtuvieron las
siguientes conclusiones:
1. El analisis filogenético del género Astyanax mostro la presencia de
convergencias morfolôgicas durante diferentes episodios évolutives, 
siendo las adaptaciones trôficas y troglobiticas las mas conspicuas 
dentro de la variaciôn morfolôgica del grupo.
2. El género Astyanax résulté parafilético para Mesoamérica, y mostrô una 
falta de congruencia entre la variaciôn morfolôgica y molecular a lo largo 
de su distribuciôn. Por tanto hemos sugerido modificaciones 
considerables en su taxonomia del género.
3. No hubo evidencia molecular para discriminar entre especies
originalmente descritas como un género distinto (Bramocharax), y las 
especies simpâtricas del género Astyanax. Por lo anterior se pone de 
manifiesto la naturaleza homoplâsica de los caractères trôficos en 
nuestro sistema, ya que los caractères diagnôsticos del género 
Bramocharax se asociaron con especializaciones trôficas en habitats 
lacustres de Mesoamérica.
4. Aunque el género Astyanax mostrô una congruencia entre el anâlisis
filogenético y su distribuciôn geogrâfica en Mesoamérica, en la parte 
norte de su distribuciôn (México), se observé un proceso de recambio de 
linajes, la cual puede ser consecuencia tanto de factores histôricos, 
como de relaciones interespecificas.
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5. Se obtuvo una tasa de divergencia para el Cytb similar a la de otros 
modelos de peces de agua dulce, siendo para el caso de Astyanax la 
tasa media de 0.8%/Ma. Utilizando un reloj molecular de tasa relajada de 
mutaciôn propusimos que el primer episodic de colonizaciôn de 
Mesoamérica desde América del Sur hace 7.8-8.1 Ma, ocurriô antes 
cierre final del Istmo de Panama ~ 3.3 Ma, lo cual coincide con el 
modèle de Bermingham y Martin (1998).
6. Diferencias morfolôgicas significativas fueron encontradas en el sistema 
de carâcidos del Lago de Catemaco, las cuales se localizaron 
principalmente en la forma de la cabeza y la altura del cuerpo. Estas 
diferencias morfolôgicas se asociaron a ecotipos diferentes, siendo el 
morfotipo Bramocharax la forma especializada y Astyanax la més 
generalista. Estas modificaciones en la forma pueden ser asociadas con 
adaptaciones a diferentes ambientes présentes en el Lago Catemaco.
7. No se encontrô una correspondencia entre la diferenciaciôn morfolôgica 
y mitocondrial en el sistema de carâcidos del Lago Catemaco, lo que 
sugiere altos niveles de homoplasia en los que la forma del cuerpo no se 
corresponde con la filogenia del grupo.
8. La presencia de flujo genético entre morfotipos divergentes apoya que la 
plasticidad fenotipica puede ser el proceso evolutivo del sistema de 
carâcidos dentro del Lago Catemaco, permitiendo que los individuos 
puedan adaptarse mâs râpidamente a condiciones ambientales 
variables.
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7. CONCLUSIONS
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From our studies performed in this Ph.D. thesis, the following
conclusions can be drawn:
1. Phylogenetic analysis of the genus Astyanax showed the presence of 
parallel morphological convergence during different evolutionary 
episodes, where the trophic and troglobitic adaptations corresponded to 
the most conspicuous morphological variation within the group.
2. The genus Astyanax was paraphyletic in Mesoamerica, and showed a 
lack of congruence between morphological and molecular variation 
across its distribution. Therefore we suggest considerable changes to the 
taxonomy of the group
3. There was no molecular evidence to discriminate between species, 
originally described as a different genus (Bramocharax), and sympatric 
species of the genus Astyanax. Therefore gives additional evidence of 
the homoplasic nature of trophic characters in our system, because the 
diagnostic characters of the genus Bramocharax are associated with 
trophic specializations in lacustrine habitats of Mesoamerica.
4. Although the genus Astyanax showed congruence between phylogenetic 
analysis and geographical distribution in Mesoamerica, in the northern 
part of its distribution (Mexico) showed a lineage turn-over process, 
which may result from both historical factors as interspecific 
relationships.
218
5. The estimated Cytb divergence rate was similar to others previously 
obtained for freshwater fish fauna, being in average 0.8% /Mya. Using a 
relaxed molecular clock we proposed that the first episode of colonization 
of Mesoamerica from South America occurred 7.8-8.1 Ma ago, before 
the final closure of the Isthmus of Panama ~ 3.3 Ma, and coinciding with 
Bermingham and Martin model (1998).
6. Significant morphological differences were found in the characids system 
in Lake Catemaco, mainly located in the shape of the head and body 
height. These morphological differences were associated with different 
ecotypes, where the morphotype Bramocharax corresponded to the 
specialized form and the Astyanax to the generalist. These 
morphological modifications may be associated with adaptation to 
different environments present in Lake Catemaco.
7. We found no correlation between morphological and mitochondrial 
differentiation in the characids system of Lake Catemaco, suggesting 
high levels of homoplasy in which the body shape does not correspond 
to the phylogeny of the group.
8. The presence of gene flow between divergent morphotypes supports that 
the phenotypic plasticity may be the ongoing evolutionary process of the 
characins system within Lake Catemaco, allowing individuals to adapt 
more quickly to changing environmental conditions.
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